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PREMIERE PARTIE 


Historique de la découverte des anticoagulants 
actuellement employés. 


La découverte des anticoagulants a réalisé dans l'étude du 
sang, un progrés considérable, non seulement pour les 
recherches sur la coagulation, mais aussi pour l’étude des 
divers composants du sang et de leur répartition entre les 
globules et le plasma. Auparavant, la séparation du plasma 
était une manipulation délicate. 

Delezenne, en 1896 [37], a fait ressortir l’influence du contact 
du sang avec les lévres de la plaie sur la rapidité de la coa- 
gulation et il a vu que pour les vertébrés inférieurs, si l’on 
évite ce contact, on peut conserver trés longtemps le sang 
incoagulé. 

On sait aussi qu’on peut retarder la coagulation par |’action 
du froid, comme 1’a montré déja Hewson et ensuite Schmidt 
pour le sang de cheval [87 et 166]. 
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Freund, en 1886 [55], a montré que l'utilisation de la 
verrerie vaselinée retarde sensiblement la coagulation du 
sang. Lilienfeld [416], en 1892, a eu l’idée de remplacer la 
vaseline par la paraffine, plus commode 4 manier. Bordet et 
Gengou, en 1902 [20], employérent les tubes paraffinés pour 
la séparation du plasma. 

Hammersten, en 1876 [76], a remarqué l’action favorisante 
du chlorure de calcium sur la coagulation. Green en 1888 [63], 
a émis l’hypothése que les sels de calcium sont indispensables 
dans ce processus. Ringer et Sansbury [459] ont démontré que 
les sels de strontium et de baryum, métaux de la méme 
famille que le calcium, peuvent, jusqu’d un certain point, 
remplacer les sels de ce dernier. 

En 1890, Arthus et Pagés [2 et 3] avancent beaucoup la ques- 
tion en montrant que la précipitation du calcium par l’oxalate, 
le fluorure ou des savons de métaux alcalins, empéche la 
coagulation du sang. 

Les premiers anticoagulants agissant im vitro a doses faibles 
étaient donc des sels qui précipitent le calcium ou en diminuent 
la dissociation ionique. 

Lumiére et Couturier, en 1926 [420], indiquent l’action anti- 
coagulante puissante du sulfate de zinc. 

On connaissait de longue date l’action anticoagulante des 
divers sels minéraux utilisés 4 forte dose, Hewson [87] ]’établit 
en 4777. 

On a vu ensuite que presque tous les sels neutres peuvent 
entraver la coagulation, mais ]’action de ces substances n’est 
pas tout & fait comparable a celle des anticoagulants précités. 
En effet, les sels neutres exigent l’emploi de doses trés fortes 
et leur action se résume, au moins pour certains, a la préci- 
pitation du fibrinogéne, protéide plus facilement précipitable 
par les sels neutres que les autres fractions protéidiques du 
sérum. L’action des sels des métaux lourds est comparable 
& celle des sels neutres des métaux alcalins ou alcalino- 
terreux ; ils précipitent méme les protéides & des concentra- 
tions plus faibles que ces derniers. 

Parmi les anticoagulants organiques, il faut citer lhiru- 
dine. C’est Haycraft [84] qui montra que la morsure de sangsue 
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suscite des hémorragies prolongées. Ce retard a& la coagulation 
est di a une substance soluble dans l’eau que cet auteur 
extrait a l’état impur. Bodang [48] a réussi a retirer des tétes 
de sangsues 78 milligrammes d’un corps appelé hirudine. 
Un milligramme de cette substance empéche la coagulation 
de 30 cent. cubes de sang de lapin. 

Howell, en 1925 [86], a isolé du foie de chien l’héparine, 
trés 6tudiée par Fischer et qui est un anticoagulant de plus 
en plus employé. _ 

Enfin, le liquoide qui est le polyanéthol-sulfonate de 
sodium, empéche la coagulation du sang. Il s’emploie fréquem- 
ment pour les recherches sur le plasma. 

Plusieurs autres corps organiques possédent la méme 
activité, mais sont peu utilisés pour l'étude du sang. On peut 
citer : les mucates, les aconitates, les sulfosalycilates 
(A. Lumiére), les dérivés sulfitiques des aminophénols 
(L. Launoy), la choline (Ed. Zunz et J. la Barre), le salvarsan, 
le moranyl qui est l’urée symétrique du métaminobenzoyl- 
métaminoparaméthylbenzoyl-1-naphtylamino 4-6-8  trisulfo- 
nate de sodium et son isomére. 

L’utilisation des anticoagulants est trés largement répandue 
dans les laboratoires pour les recherches les plus variées. 
Pendant longtemps on ne s’est pas occupé de l’action de ces 
substances sur le sang, en dehors de celle qu’on recherchait. 

Cependant en 1894, Limbeck [447] a signalé que 1’addition 
de sels au sang provoque un changement de volume globu- 
laire. A la suite de quoi, nombreux ont été les travaux qui 
ont porté sur les variations du volume des globules rouges 
dans les milieux de tonicité différente. Les résultats ne sont 
pas toujours concordants. Les modifications du rapport du 
volume globulaire au volume plasmatique indiquent un chan- 
gement dans la composition des globules rouges et du plasma, 
soit par échange d’eau, soit par échange d'autres corps. Il 
est évident que ces modifications doivent retentir sur les 
dosages des diverses substances chimiques, dosages que l'on 
pratique couramment sur les globules et le plasma. 

Cette question, depuis quelques années attire de plus en 
plus l’attention des travailleurs et surtout des chimistes qui 
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se sont apercus que la répartition de diverses substances entre 
le plasma et les globules est modifiée par l’emploi des anti- 
coagulants. 

Ce phénoméne, dont les auteurs ne se sont pas suffisamment 
préoccupés, introduit des contradictions dans les analyses des 
constituants du sang et dans leur répartition entre globules 
et plasma. 

Nous allons premiérement exposer les résultats de nos expé- 
riences et ensuite passer en revue quelques-uns des travaux 
récents dans lesquels nous avons relevé l’action perturbatrice 
des anticoagulants sur le dosage des divers constituants du 
sang. 


Introduction. 


Nous avons été amené aux recherches qui font l’objet de 
ce travail par l’examen des résultats surprenants que nous a 
donnés une de nos expériences. Nous dosions les protéides 
du plasma et du sérum d’un méme animal, en l’occurrence le 
lapin. Le sang a été prélevé par ponction carotidienne et 
séparé en deux parties : lune a été oxalatée a raison de 
> p. 1.660; nous avons laissé coaguler l’autre pour avoir le 
sérum. Le plasma séparé par centrifugation a été analysé 
aprés quinze minutes de contact avec l’anticoagulant. L’ana- 
lyse du sérum conservé a la glaciére en tube bouché a eu lieu 
vingt-quatre heures aprés la prise de sang. Le taux des pro- 
téides a été obtenu par dosage de l’azote protéidique sur 
2 cent. cubes de liquide en utilisant la microméthode de 
Kjeldahl. Le coefficient de transformation de l’azote en 
protéides a été pris égal a 6,25. Voici les résultats 


PROTEIDES PROTEIDES DIFFERENCES 

du plasma oxalaté du sérum au détriment 

en grammes en grammes du plasma 

par litre par Jitre en grammes 
Hao GA BG se Ae 57,10 59,20 — 240 
Lapin meso tae. seer 61,20 63,70 — 2,50 
Weyabemsne So 5 oo 2 =. eine)! 59,10 — 5,20 
gone Vas oo bh Oe 57,30 59,80 = 2,50 
Lapin ne 75) uae 71,50 ano —2,00 


Lapin 2265.0. maaan 65,80 67,90 —— ih) 
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Ainsi donc, dans tous ces dosages, le plasma s’est montré 
plus pauvre en protéides que le sérum. D’aprés les prévisions 
théoriques, les résultats devaient étre inverses, une partie des 
protéides du plasma ayant disparu du sérum avec la fibrine 
coagulée qui reste dans le caillot. 

La fibrine que l’on trouve dans le plasma des mammiféres 
&é raison de 0,2 a 0,4 p. 100 contient, comme toutes les 
substances protéidiques, de l’azote et la teneur en est de 
16,94 p. 100 [433]. 

Nous n’avons pas été les seuls & faire ces constatations. 
Gettler et Baker en 1916 [59], en comparant le taux de l’azote 
protéidique du plasma et du sérum d’un méme sang ont 
remarqué que le plasma obtenu par centrifugation du sang 
oxalaté est plus pauvre en azote que le sérum. 

Schmidt et Tuljtschinskaja en 1933 [468] ont fait les dosages 
d’azote total contenu dans le sérum et dans le plasma prove- 
nant d’un méme sang. Le plasma a été obtenu par centrifu- 
gation du sang oxalaté a 10 p. 1.000. Toutes les analyses ont 
été pratiquées vingt-quatre heures aprés la prise de sang. Les 
sangs de l’homme, de chien, de mouton, de lapin et de cobaye 
ont été examinés avec des résultats sensiblement identiques. 
Le plasma s'est montré constamment plus pauvre, en moyenne 
de 6,26 p. 100 en azote protéidique que le sérum correspon- 
dant. Par fractionnement au sulfate d’ammonium, les auteurs 
ont précisé que la richesse du sérum en protéides est due a 
la plus forte teneur en albumine de celui-ci. Ils ne trouvent 
aucune explication & ce phénoméne et suggérent que la teneur 
plus forte du sérum en protéides est due 4 une formation 
d’albumine par le processus protéolytique et autolytique qui 
se produit au cours de la coagulation du sang (?). 

D’autre part, Lehman et Scott [144], par dosages des pro- 
téides du plasma oxalaté, sans indication du taux d’oxalate, 
et du sérum des mémes animaux : beeuf, chien, chat, ont 
trouvé que plasma et sérum contiennent sensiblement la 
méme quantité de protéides. Pour expliquer cet exces relatif 
du sérum en protéides, ils admettent un passage réversible 
des protéides entre globules et plasma. 

Nous avons pensé que l’anticoagulant utilisé dans ces expé- 
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riences était la source des erreurs commises ; pour nous en 
assurer, nous avons fait le dosage du plasma séparé par centri- 
fugation rapide de sang, non additionné d’anticoagulant, et 
celui du sérum provenant du méme sang. Les résultats ainsi 
obtenus sont trés différents de ceux que nous avons rapportes 
plus haut. 


5 5 DIFFERENCES 
PROTEIDES PROTEIDES 
du plasma frais du sérum en faveur du plasma 
en grammes en grammes ae nN ae AT 
par litre par litre en gr. par litre en p. 100 
Lapin n° 1. 56,90 52,20 + 4,70 9,0 
Lapin n° 2. 55,80 50,50 + 5,30 10,5 
Lapin n° 3. 67,20 57,80 + 9,40 16,3 
Lapin n°? 4. 57,60 51,30 + 6,30 42,4 
Lapin n° 5. 66,10 61,40 + 4,70 ial 


N’ont été utilisés que le sérum et le plasma non teintés 
d’hémoglobine qui, en raison de sa richesse en azote, méme 
en faible quantité, aurait faussé les résultats. Les chiffres ci- 
dessus indiquent que le plasma est en réalité plus riche en 
azote que le sérum ; les résultats inverses sont dus a ]’emploi 
d’anticoagulants. 

Les indications si différentes de ces deux séries d’expé- 
riences nous ont incité & en rechercher la cause. 


Méthodes et matériel utilisés. 


Nous avons commencé notre travail sur le sang du lapin et 
complété nos recherches sur celui de homme, du mouton et 
de la poule. 

Pour nos premiéres expériences, nous opérions sur des 
animaux A jeun depuis vingt-quatre heures, mais nous nous 
sommes vite apercu que cette précaution était inutile. Nos 
résultats restaient les mémes, que l’animal ait mangé ou non, 
quelques heures avant la saignée. 


Prisk pE sanc. — Elle a été pratiquée par ponction caroti- 
dienne chez le lapin et la poule. Pour ces opérations, nous 
avons suivi la technique de Borrel. Aprés incision cutanée sur 
la face antérieure du cou, on dénude la carotide et on la lie 
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le plus haut possible. On place deux autres fils pour ligatures 
ultérieures et on fixe sur l’artére une pince en amont de 
Yendroit qu’on veut ponctionner. Avec une pipette Pasteur 
dont l’extrémité effilée est chauffée au rouge, on carbonise 
légérement la paroi artérielle sur une surface de 4 ou 2 milli- 
métres carrés. En ce point, qui n’offre plus de résistance, on 
mtroduit la canule de Borrel préalablement paraffinée, avec 
son mandrin. On serre la ligature placée sur la canule pour 
éviter le suintement et on enléve la pince. Le mandrin est 
retiré et on rejette le premier jet de sang qui, ayant été en 
contact avec les lévres de la plaie, se coagule plus rapidement. 
A la fin de la saignée on remet le mandrin, on lie l’artére, on 
retire Ja canule et on ferme la plaie. 

La méthode de Borrel présente cet avantage que, grace a la 


- canule paraffinée, la coagulation du sang se trouve retardée. 


Quoique cette canule ait été concue pour la saignée des poules, 
elle convient trés bien aussi pour la ponction carotidienne du 
lapin, si on prend soin de la maintenir fixée par une ligature. 

La prise de sang chez l’homme a été pratiquée par ponction 
veineuse avec une aiguille de Vernes. Nous avons fait chez le 
mouton la ponction de la veine jugulaire par la méthode 
habituelle. 


DosacE pes proTkipes. — Nous avons mesuré la quantité 
des protéides par le microdosage de l’azote protéidique par la 
méthode de Kjeldahl sur 1 cent. cube de sérum. 

On sait que l’azote non protéidique du plasma, sauf quelques 
cas pathologiques, est en quantité trés faible par rapport 4 
Vazote protéidique ; plusieurs expérimentateurs négligent 
d’en tenir compte et l’erreur n’est guére appréciable. Cepen- 
dant, nous avons, dans toutes nos expériences, éliminé l’azote 
non protéidique en précipitant les protéides par I’acide 
trichloracétique en opérant de Ja facon suivante. A 1 cent. 
cube de plasma ou de sérum mesuré avec une pipette & deux 
traits dans un tube A centrifugation en Pyrex de capacité de 
40 cent. cubes, on ajoute 20 cent. cubes d’acide trichlora- 
cétique & 10 p. 100 et on mélange bien. Aprés trente minutes 
de contact, on centrifuge. Le liquide surnageant est rejeté 
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et le culot de protéides redissous dans 1 ou 2 cent. cubes 
d’eau distillée additionnée de quelques gouttes de NaOH N. 
La solution des protéides est transportée dans une fiole a 
microdosage de Kjeldahl, le tube de centrifugation est rincé 
4 sept ou huit reprises avec de l’eau distillée alcalinisée et les 
eaux de lavage sont réunies dans la méme fiole. 

Pour détruire la matiére organique, nous avons additionné 
les protéides contenues dans 4 cent. cube de sérum ou de 
plasma ainsi traité, de 2 cent. cubes d’acide sulfurique pur 
et concentré. Pour élever la température d’ébullition, on 
ajoute dans chaque fiole 1 gramme de sulfate de potassium 
pur pour analyse et comme catalyseur 0 gr. 10 de sulfate de 
cuivre, proportion que G. Bertrand indique comme optima. 
On évapore l’eau doucement et on procéde a la combustion 
de la matiére organique. 

On sait que quand on arréte le chauffage juste aprés la 
décoloration, on n’obtient pas le maximum d’azote dosable ; 
il faut chauffer toujours un peu plus. Cette prolongation du 
chauffage dépend non seulement de la substance a analyser, 
mais aussi du catalyseur employé. Nous avons suivi la recom- 
mandation de G. Bertrand [14] et recherché pour le sérum le 
temps de chauffage nécessaire aprés décoloration pour avoir 
le maximum d’azote dosable. Ordinairement ce temps ne 
dépasse pas soixante minutes aprés la décoloration. Voici les 
résultats d’une de nos expériences préliminaires sur 4 cent. 
cube de sérum de lapin. 


TEMPS DE CHAUFFAGE AZOTE TROUVE 

apres dans 1 cent. cube 

la décoloration en milligrammes 

Ean ea eee er Ser. esa mes Gaia dd ao 6-5 NDee38) 

SOU-MIMULCSs jen ‘Si, eaten Sey od CERO mu ey 0 ee 10,78 

60emuinutes™ -. W582 (sae te oe a eee 10,85 

LEDUC SE eee SA co A Eo ia fae ee 40,85 

BPE ISR oe be Se EEA TSN SG Se chalol.e a bono 6 10,85 

6 WeUPeS so cemec es “save ces ee) nae cee Coe 40,85 

10 hewresc34 stars. Cae GPs ene ee ee Oe 10,78 


On a donc le maximum d’azote au bout de soixante minutes. 
La prolongation du chauffage jusqu’A six heures n’altire pas 
les résultats. 
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On a proposé récemment le sélénium comme un catalyseur 
trés actif permettant de diminuer le temps de destruction de 
la matiére organique. Nous avons essayé ce catalyseur, qui 
est plus délicat & manier. 

Dans l’expérience ci-dessous nous avons analysé 1 cent. 
cube de sérum de lapin en utilisant soit le sulfate de cuivre, 
soit l’anhydride sélénieux comme catalyseur. La décoloration 
est sensiblement plus rapide avec le sélénium ; elle est déja 
compléte dix minutes aprés l’attaque, tandis qu’avec le sulfate 
de cuivre, la méme opération demande de vingt a trente 


minutes. 


AZOTE TROUVE 
- < Ee dans 1 cent. cube de sérum 
TEMPS DE CHAUFFAGE en milligrammes 


apres quand on utilise comme catalyscur 

la décoloration 
SI 
le sélénium le sulfate de cuiyre 


OMMrcest eee eestor) teeiey er 08 co oe ot kag 9,410 9,10 
AS MINOT COS. weeps Alessio ua (<. fox lect: sou oils 9,38 een 
S PEOTEMULUCS eeacewts ys oe sae ars cued ails. fe, bY 9,38 

all AINERD RG) iS ihre A Se er eS Se 9,52 9,52 

Dr AKODRECESS ta bane Bch Die Onn Oe Pees wo 9,50 9,52 

SILC UI C Sava cts urs ee Sis Sects, tk oe cen iS" as aise: te on OnDe 

DRINGULESip ciecetes Go eet heat hc. sere, Sues 'auts 8,75 9,52 

Pw CURCS ates othe Ih skewed fo £4 85: olen ar a 8,18 9,48 


On voit qu’avec le sélénium la quantité maximum d’azote 
dosable est plus rapidement atteinte, mais déja aprés deux 
heures de chauffage, la quantité d’azote commence a dimi- 
nuer. Avec le sulfate de cuivre la quantité maxima d’azote 
dosable est atteinte soixante minutes aprés la décoloration, 
mais elle reste constante pendant plusieurs heures. Le gain 
de temps que donne le sélénium n’est pas d’une réelle impor- 
tance, mais l’emploi en exige une surveillance étroite pour 
obtenir des résultats corrects ; c’est pour cette raison que nous 
avons adopté le sulfate de cuivre. Nous avons remarqué aussi 
que quand on fait les dosages en double, le sélénium donne 
plus souvent de petites différences entre les deux échantillons, 
tandis qu’avec le sulfate de cuivre les résultats restent 
beaucoup plus stables. 

Le dosage de l’ammoniaque a été fait dans l'appareil a 
distillation avec entrainement de vapeur d’eau, modifié par 
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de Saint-Rat. On a procédé au titrage de l’ammoniaque au 
fur et a mesure de la distillation, comme le conseille 
G. Bertrand, par l’emploi de la sonde N/10 et d'une burette 
graduée au vingtiéme de centimétre cube. 

Le coefficient de 6,25 a été utilisé dans nos calculs pour 
transformer le poids d’azote en poids de protéides. 

Tous nos dosages ont été faits en double. Pour toute difé- 
rence dépassant 1 p. 100 nous avons répété le dosage. 

Témoins. — Pour comparer l’action des anticoagulants, 
nous nous sommes servi de plasma recueilli dans des tubes 
ad hoc bien propres, et rapidement centrifugé 4 5-6.000. tours- 
minute pendant cing minutes. Pour préparer les tubes, aprés 
les avoir paraffinés et refroidis, on les plonge dans |’eau dis- 
tillée pendant plusieurs heures pour éliminer les impuretés 
solubles dans l’eau qui pourraient se trouver incluses dans la 
paraffine et on les séche avant usage 4 37°. A la condition 
d’aller vite, on peut se servir de tubes méme non paraffinés 
sans que les résultats changent. 

Nous avons négligé influence du départ de CO, quand le 
sang était mis au contact de l’air. Hamburger [74] a montré 
que les variations de la concentration de ce gaz dans le sang 
influent sur le volume globulaire. Dans nos recherches, tous 
les échantillons de sang recueillis pour une méme expérietice 
ont été maintenus dans les mémes conditions de température 
et de pression, de telle sorte que la perte en CO, était sensi- 
blement identique dans tous nos prélévements. 


VERRERIE UTILISEE. — Les tubes utilisés ainsi que les pipettes 
doivent étre trés propres. Pour cela, aprés les avoir lavés au 
mélange sulfo-chromique et & l’eau, il est nécessaire de les 
plonger dans eau distillée pendant plusieurs heures pour 
éliminer toute trace de substances solubles dans I’eau. 
Ensuite on les séche & l’étuve. Il faut éviter d’employer la 
verrerie stérilisée au four Pasteur, car souvent elle en sort 
avec des traces plus ou moins marquées de produits empy- 
reumatiques provenant de la distillation du papier, dw coton, 
etc... Dans toutes Ies expériences ot nous n’avons pas eu 
besoin de conserver le sang, nous avons utilisé de la verrerie 
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non stérilisée. Dans le cas contraire, nous avons stérilisé la 
verrerie soit a l’autoclave, soit méme au four Pasteur, mais 
en veillant 4 la température pour que le coton en sorte a peine 
jaunatre. Quand le temps nous le permettait, nous nous 
servions pour une méme expérience de la méme pipette lavée 
et séchée entre deux prises de plasma ou de sérum. La pro- 
preté des tubes joue un réle des plus importants ; la moindre 
impureté soluble dans |’eau fausse les résultats. 


ANTICOAGULANTS UTILISES. — Nous avons employé 1’oxalate 
neutre de potassium pur pour analyses R. P. (Rhone- 
Poulenc), le fluorure de sodium neutre pur Poulenc, le citrate 
de soude purifié de la maison R. P. et les mémes corps prove- 
nant de la maison Merck a l’état trés pur, sans observer 
aucune modification dans les résultats obtenus avec les 
produits francais. 

L’héparine, le liquoide et lhirudine étaient fournis par 
la maison Hoffmann-La Roche. 


Tous les anticoagulants utilisés sous forme de poudre 
provoguent une diminution du taux des protéides du plasma. 


Dans cette série d’expériences faites sur le sang de lapin, 
les anticoagulants ont été ajoutés sous forme de poudre au 
sang, le mélange bien agité et le plasma obtenu par centri- 


fugation aprés quinze minutes de contact. 
VARIATIONS 


- du taux 
FEO TETBES des proléides 
en grammes 100 
litre lee 
hes par rapport 
aux témoins 
EXPERIENCE N° 1. — Lapin A jeun depuis 24 heures. 
Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
PRETO LAG ate cate aa et Ceca lo) ee atl om <caitee aly soem 67,60 
Plasma du sang citratéa 1 p.100...... 62,10 — 8,1 
Plasma du sang oxalaté iaip.100..... . 60,95 — 9, 
Plasma du sang fluoré 41 p.100....... 57,20 — 15,4 


EXPERIENCE N° 2. 
Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
ANSyaMVON NS geen ch Ge OG, ees Cee ee emer 59,60 
Plasma du sang hirudiné 40,05 p. 100. . . . 53,50 
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VARIATIONS 
du taux 


LEKO MELD des protéides 


en grammes 5. 100 
par litre par rapport 


aux témoins 


EXPERIENCE N° 3. 
Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
TEMG SS LAs oy ST ee eee eee es el 
Plasma du sang hépariné 4 0,015 p. 100 . . . 58,00 — 5,1 
EXPERIENCE N° 4. 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
LOMO marcas: seu ern ee oie es Guenter 70,40 
Plasma du sang liquoidé 20,15 p. 100 . . . . 63,90 — 9,2 


On voit que tous ces anticoagulants provoquent une dimi- 
nution plus ou moins importante du taux des protéides du 


plasma du lapin. 


VARIATIONS 
du taux 


LS OUIUINES des protéides 
en grammes 100 
Shin 1B 
par litre 


par rapport 
aux témoins 


Sang humain prélevé a jeun. 
EXPERIENCE N° 5, 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


PREM OUD cos Soles catia oe CE eee rt en, £0,10 
Plasma du sang oxalatéa4p.100...... 69,30 — 13,5 
Plasma du sang citratéaip.100...... 74,80 — 10,4 
Plasma du sang fluoré a1 p.400....... 65,80 — 17,9 
Plasma du sang hépariné 4 0,015 p. 100 . . . 78,40 — 2,1 


Sang de poule. 
EXPERIENCE N° 6, 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


AUCTION NO Hath necesita ia wean Gaudi ay ats Sa Sa 62,50 
Plasma du sang fluoré 41 p.400 ...... 54,90 — 17,0 
Plasma du sang oxalatéaip.100...... 53.20 — 14,9 
Plasma du sang citraté&’ i p.100...... 55,30 —411,5 


Sang de mouton. 
EXPERIENCE N° 7. 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


TEéMOiIn Tae, hogs. eae ee ee 84,2 
Plasma du sang fluoré a4 p. 400 2 4) oe 14,7 — 11,3 
Plasma du sang oxalatéa 41 p.400...... 76,5 -~ =— 9,4 
Plasma du sang citraté&a 1 p.100..... o OP — 5,9 


Le sang de homme et ceux de la poule. et du mouton se 
comportent, vis-a-vis de l’anticoagulant, comme le sang du 
lapin. 
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La diminution du taux des protéides 
est fonction de la quantité d’anticoagulant ajoutée. 


Cette série d’expériences est faite sur le sang de lapin dont 
Je plasma est séparé au bout de quinze minutes apres le 
mélange avec |’anticoagulant. 


VARIATIONS 
PROTEIDES du taux 

i en grammes es protéides 
par litre pa) 

par rapport 

aux témoins 


EXPERIENCE N° 8, 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


MCTIUOV seyret. asta sige See SR ane Be, fe Kl) 

Plasma du sang oxalatéa0,1 p.100..... 56,10 — 1,8 

Plasma du sang oxalaté 20,3 p.100..... 54,70 — 4,2 

Plasma du sang oxalaté 40,5 p.100..... 49,20 — 13,8 
EXPERIENCE N° 9, 

Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 

TRSNOONTM.  oiny ued! aubSL Bide, Oeoe Damo ono Bd 63,50 
Plasma du sang fluoré 40,3 p. 100. ..... 58,20 — 8,3 
Plasma du sang fluoré 40,5 p.100...... 56,90 — 10,4 
Plasma du sang fluoréa1p.100....... 54,40 — 14,3 

EXPERIENCE N° 10. 
‘Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 

SRENAOUM Mee Mene er ies) Lerten dn 'ot 1 cei cn a ae 66,20 
Plasma du sang citratéa0,4p.100...... 62,60 — 5,4 
Plasma du sang citratéa0,7 p.4100...... 60,10 — 9,2 
Plasma du sang citratéa4ip.100...... 59,60 — 10,0 

Sang de mouton. 
EXPERIENCE N° 11. 
Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 

IN SeONEM SOs Reseln OCG NO Oe Dae 84,2 
Plasma du sang fluoré 40,5 p. 100. ..... 76,7 — 8,9 
Plasma du sang fluoré 44 p.100....... 14,7 —41,3 

Exp&RIENCE N° 12. 
Plasma du song recueilli en tube paraffiné. 

INET OU Mere oma ie us AMG) seen eh de nfo 8s 84,2 ; 
Plasma du sang oxalatéa0,2p.100..... 81,2 == 5356 
Plasma du sang oxalatéa0,5p.100..... 79,8 = De 
Plasma du sang oxalatéaip.100...... Thee — 9,4 
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On voit que la diminution du taux de protéides est propor- 
tionnelle 4 la quantité d’anticoagulants ajouté. 


A des taux égaux d’anticoagulants, 
les sangs de différentes espéces et méme d’une méme espéce 
ne répondent pas identiquement. 


En voici quelques exemples pour le sang de lapin : 


VARIATIONS 
. du taux 
PROTEIDES re 
en grammes des prot ies 
par litre 


par rapport 
aux témoins 


IEXXPERIENCE N° 13 AVEC L’OXALATE DE POTASSE. 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
MC) TaMOy Oy Peary ee AeG AA tech oo ide) ooo "on Sete 58,10 


EXPERIENCE N° 14. 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
USTIT OU cee necesito ta tart me Soren eas 57,40 
PlASINs Ox al ateeanO,om [snl OOM ieee enamel 49,20 — 13,8 


EXPERIENCE N° 15. 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
AUSAAYO) Nemry ote OMe Bags O cod-pe eden o & 58,20 


Plasmaroxalateramd: 5p: 1) 0) cee ene ee 52,50 — 9,8 
EXPERIENCE N° 16. 
Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
de) d0K0) Wt eee weer ries Or roars hate. bana 69,80 
Plasma du sang oxalatéa 0,5 p.100..... 63,30 =) S 
EXPERIENCE N° 17 AVEC LE CITRATE DE SOUDE. 
Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
TEMOI TER ee eater e ee eee cee 67,50 
Plasma du sang citratéa1p.4100...... 62,10 — 8,6 


EXPERIENCE N° 18. 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 
MGHOOUM:. 222 iiss seen ae Se te oe 66,20 
Plasma du sang citraté 44 p. 100 59,60 — 10,0 
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Avec le fluorure de sodium, on observe aussi des variations 
individuelles. 

Les anticoagulants agissent donc proportionnellement a 
augmentation de la concentration moléculaire. C’est pourquoi 
les anticoagulants puissants tels que l’héparine ou Vhirudine, 
agissant a des doses trés faibles, donnent une diminution moins 
marquée que les autres. D’autre part, les variations indivi- 
duelles que présente le sang de chaque animal, rendent impos- 
sible la prévision exacte de l’ordre de grandeur du phénoméne. 
D’ailleurs Hisenman [44], en étudiant la répartition des électro- 
lytes dans le sang oxalaté et défibriné, remarque que 1’action 
de l’oxalate sur cette répartition varie avec chaque échantillon 
de sang. 


Utilisation d’anticoagulants en solution. 


Tout ce que nous avons vu jusqu’a présent s’applique aux 
anticoagulants en poudre. Les phénoménes restent les mémes 
quand on utilise les solutions hypertoniques d’anticoagulants. 
L’avantage des solutions est de ne pas provoquer la lyse des 
globules rouges qu’on observe avec une intensité plus ou 
moins grande, autour des anticoagulants en poudre. 

Si nous employons une solution hypertonique d’un coagu- 
lant quelconque, nous ajoutons au sang une quantité de 
liquide qui ne nous permet plus une comparaison avec un 
sang additionné d’anticoagulant en poudre. I] nous faut donc, 
pour obtenir des résultats comparatifs, user de témoins 
additionnés du méme anticoagulant en solution sensiblement 
isotonique. 


PROTEIDES 
en grammes VARIATIONS 
par litre en p. 100 
de plasma 
EXPERIENCE N° 19. 
10 cent. cubes de sang + 2 cent. cubes d’oxa- 
late isotonique 4 2,35 p.400........ 54,20 
10 cent. cubes de sang + 2 cent. cubes d’oxa- 
ERS Be SND OL Wee & Cee Gecra a pl oeoe 6 oan 40,50 — 21,9 


Des résultats analogues ont été observés avec le fluorure 
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et le citrate. Nous ne parlerons pas ici des sclutions hypo- 
toniques qui sont étudiées plus loin. 

Des résultats plus intéressants sont & noter avec |’héparine. 
Nous avons vu qu’utilisée en poudre a dose active, elle ne 
donne que de faibles diminutions. En solution dans l’eau de 
0,5 & 2,5 p. 400, il suffit d’en employer 0c. c. 0840 c.c. 2 
pour 10 cent. cubes de sang pour éviter la coagulation. Les 
quantités de liquide ainsi ajoutées sont négligeables par 
rapport au volume du sang. Les nombreux dosages que nous 
avons pratiqués sur le plasma de sang de lapin ainsi hépariné 
nous ont donné des résultats exactement égaux 4 ceux qui 
ont été obtenus sur le plasma recueilli en tube paraffiné. Nous 
possédons donc, avec l’héparine utilisée en solution, un anti- 
coagulant qui ne modifie pas pratiquement la concentration 
des protéides. 


La diminution du taux des protéides 
ne se manifeste qu’en présence des globules rouges, 
sauf pour le liquoide. 


Nous avons cru tout d’abord que l’addition d’anticoagu- 
lants au sang amenait une précipitation des protéides plasma- 
tiques et que l’addition d’un anticoagulant 4 un plasma clair 
mettrait en évidence. A cet effet, nous avons préparé 
V’expérience suivante. 

Du sang de lapin est divisé en deux parties : l’une est 
recueillie dans un tube paraffiné et centrifugé immédiatement 
pour avoir le plasma frais, l’autre est recueillie dans un vase 
sur l’anticoagulant étudié. Le plasma frais, séparé des glo- 
bules, est alors additionné du méme anticoagulant A dose 
double de celle du sang total, de facon & compenser largement 
le volume globulaire qui dépasse rarement 40 p. 100 du sang 
total. Aprés la dissolution de l’anticoagulant, le plasma et le 
sang sont centrifugés. 
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VARIATIONS 
PROTEIDES 3 du tare 
en grammes es protéides 


par litre Pan 
par rapport 
aux témoins 


EXPERIENCE N° 20. 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


REM OID Wee. eR ee a 5. guia 63,50 
Plasma du sang fluor6a 0,5 p.100..... 56,90 — 10,4 
Plasma fluoré 4 4 p. 100 aprés séparation. . 63,80 + 0,5 


EXPERIENCE N° 21. 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


GOON ae mene Wate teers cee cea cw 6 66,20 
Plasma du sang citraté 4 0,7 p. 100. .... 60,10 — 9,2 
Plasma citraté 41 p. 100 aprés séparation. . 66,10 — 0,15 


EXPERIENCE N° 22, 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


ETIVOMN ober ee Norte ie) eb obtener s 57,00 
Plasma du sang oxalatéa0,5 p.100..... 52,70 — 1,5 
Plasma oxalaté 441 p. 100 aprés séparation. 57,30 + 0,5 


De méme avec l’héparine, on ne provoque pas de variations 
du taux des protéides dépassant l’erreur d’expérience quand 
elle est ajoutée au plasma séparé des globules rouges. 

Ainsi le plasma séparé des globules rouges ne perd pas de 
protéides par addition d’un anticoagulant. Mais il en est tout 
autrement quand, 4 ce plasma, on restitue les globules rouges 
qu’on en avait séparés. Dans ce cas, il se comporte comme 
le sang total. 


ExpERIENCE N° 23. — On préléve, par ponction carotidienne, du sang 
de lapin. A 10 cent. cubes, on ajoute 0 gr. 05, soit 1/2 p. 100, d’oxa- 
late de K en poudre. Le reste est recueilli dans un tube paraffiné et 
centrifugé rapidement. Le plasma séparé est oxalaté 4 1 p. 100 pour 
compenser le volume des globules. On élimine le précipité d’oxalate 
de Ca par centrifugation et on en préléve 2 cent. cubes de plasma 
pour analyse. Il reste 7 cent. cubes qu’on remet sur les globules 
rouges provenant de la centrifugation des 20 cent. cubes de sang 
recueillis. On mélange bien et on laisse quinze minutes en contact. 
Aprés ce temps on sépare A nouveau le plasma par centrifugation ; 
voici les résultats : 
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PROTEIDES 
en grammes 
par litre 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


Plasma oxalaté & 1 p. 100 aprés séparation 


des globules rouges et centrifugé 


Méme plasma aprés passage sur les globules 


WOME S Geo oo od 


EXPERIENCE N° 24, 


Avec le fluorure de Na nous avons : 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


PEM Oi eats CMe 


Plasma fluoré a 10,8 p. 100 aprés séparation 


Ghicemtrinuge ame eens 


I eed eMac 57,90 


Méme plasma aprés passage sur les globules. 54,50 


Sauf pour oxalate de potassium, on ne remarque aucun 
trouble appréciable dans le plasma aprés addition des anti- 
coagulants précités. Utilisé jusqu’a la dose de 1 p. 400, | 
Voxalate ne détermine que la précipitation du Ca. A des doses 
plus fortes, il précipite aussi une partie des protéides. 

Seul le liquoide (Polyanéthol sulfonate de Na), a des doses 
qui sont a la limite de son activité anticoagulante, provoque 
un abondant précipité dans lequel est contenue une partie 
des protéides, comme l’indique ]’expérience suivante 


F XPERIENCE N° 25. 


PROTEIDES 
en grammes 
par litre 


Plasma du sang recueilli en tube paraffiné. 


Témomeree oy. eee 


5 Sag ee ae 70,50 


~~’ Plasma liquoidé a 0,25 p. 100 aprés séparation 


du préecipite 2% 55-5 


Ainsi, sauf pour le liquoide, il faut la présence des 
globules rouges pour amener une diminution des protéides. 
Ajoutons que, méme pour le liquoide, la diminution est beau- 


VARIATIONS 
du taux 
des protéides 
p- 100 
par rapport 
aux témoins 


—14,4 


VARIATIONS 
du taux 
des protéides 
p- 100 
par rapport 
au témoin 
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coup plus grande quand il est additionné au sang total. Si 
nous avons vérifié qu’il ne se produit pas de précipitation 
des protéides dans le plasma, rien ne nous prouve que cette 
précipitation ne se produit pas dans le sang total. 


ON PEUT REMPLACER LES GLOBULES ROUGES PAR DES LEVURES. 


Quand nous parlons ici de globules rouges, nous faisons 
abstraction des globules blancs du sang qui interviennent sans 
doute dans le phénoméne, mais qui sont en quantité négli- 
geable. Reste a savoir s’il s’agit d’une question de masse ou 
d’une qualité spécifique. A cet effet, 4 du plasma nous ajou- 
tons, par exemple, des levures préalablemnt lavées 4 plusieurs 
reprises. 


EXPERIENCE N° 26. — On centrifuge du sang de lapin dans un tube 
paraffiné. Une partie du plasma séparé est additionnée de fluorure de 
sodium a raison de 10 p. 1.000, l’autre d’héparine en solution a 
0,75 p. 100 a raison de 150 milligrammes-litre. Une partie de chacun 
de ces plasmas est remise sur un volumineux culot de levure lavée 
préalablement a 4 reprises dans l’eau physiologique. La derniére eau 
de lavage contient 0 gr. 14 d’azote par litre. 


VARIATIONS 
PROTEIDES du_taux 
en grammes Soar en 
par litre par rapport 
au témoin 
Plasma témoin, recueilli en tube paraffiné . . 70,9 
Plasma fluoré aprés séparation des globules . 70,6 —0,4 
Plasma hépariné aprés séparation des globules. 70,8 — 0,44 
Plasma fluoré remis sur les levures ..... 67,0 —5,4 
Plasma hépariné remis sur les levures. . . . 70,3 — 0,8 


Ainsi donc, la levure joue le méme réle, un peu plus faible, 
que les globules dans la diminution des protéides. 


ON PEUT REMPLACER LE PLASMA PAR LE SERUM. 


Si, au lieu du plasma, on étudie dans les mémes conditions 
le sérum, on observe exactement le méme phénomeéne. 


ExpirRience n° 27. — On prend 10 cent. cubes de sérum de lapin 
qu’on additionne de fluorure de sodium a raison de 10 p. 1.000. On 
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remet ce sérum fluoré sur le culot de centrifugation de 10 cent. cubes 
de sang de lapin frais, dont le plasma contient 72 gr. 5 de protéides 
par litre. 


VARIATIONS 
‘ du taux 
EROTEIDES des protéides 
en grammes p- 400 
par jliire par rapport 
au témoin 
sérum flnore’a 10 p. 40000 7. eee 17,40 
Méme sérum apres le contact avec les globules 
MOU 6 Boats Bo SH oo a OM 6 8 oo % 66,30 — 14,4 


Le plasma ne posséde donc aucune propriété spéciale, 
puisque le sérum réagit de la méme facon. 


La diminution du taux des protéides n’est pas due 
a une précipitation de ceux-ci par les anticoagulants. 


Examinons maintenant sil se produit une précipitation 
dans le sang total. On pourrait penser que par leur charge élec- 
trique, les globules rouges pourraient provoquer une préci- 
pitation des protéides amenés a un état de déséquilibre par 
addition de substances étrangéres. 

On sait que les sels provoquent électivement la précipi- 
tation d’une des fractions protéidiques du sérum ou du 
plasma, le plus souvent une partie ou la totalité des fractions 
globuliniques. Le sulfate d’ammonium a4 demi-saturation, le 
sulfate de sodium & 22,2 p. 100 et le sulfate de magnésium & 
saturation précipitent la totalité des globulines ; le sulfate 
d’ammonium au tiers de saturation, le sulfate de sodium a 
14 p. 100 précipitent des fractions différentes, mais cependant 
dénommées toutes deux euglobulines, etc... 

Si réellement la diminution des protéides que nous 
observons provenait d’une précipitation de ceux-ci par les 
anticoagulants ajoutés, le rapport globulines/albumines se 
trouverait affecté dans le plasma du sang traité et ne corres- 
pondrait plus au chiffre donné par le plasma témoin. Remar- 
quons, en outre, que la quantité de substances mises en jeu 
dans nos expériences est de beaucoup inférieure A celle qui 
provoque un début de précipitation. 
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Nous séparons les globulines par le sulfate d’ammonium 
neutre 4 demi-saturation. Nous les purifions par redissolution 
dans l’eau distillée et reprécipitation par le sulfate d’ammo- 
nium neutre a demi-saturation; nous les redissolvons de 
nouveau dans l'eau distillée et les reprécipitons par l’acide 
trichloracétique en concentration finale de 10 p. 100. Nous 
précipitons les albumines des eaux-méres par l’acide trichlo- 
racétique en concentration finale de 10 p. 100. Nous les 
centrifugeons, les dissolvons dans l’eau distillée additionnée 
d'une quantité de soude juste suffisante. Ensuite, les deux 
fractions ainsi obtenues sont lavées par centrifugation, 
a quatre reprises, dans l’acide trichloracétique & 10 p. 100, 
pour éliminer toute trace de sulfate d’ammonium. On pratique 
ensuite les dosages d’azote. 


EDO UaIBES GLOBULINES ALBUMINE RAPPORT 
ue Tic par litre par litre G/A 
EXPERIENCE N° 28. 
UTS TCI 5955 6 dg 5 CRA 17,62 46,20 0,381 
Plasma du sang oxalaté a 
Abi sel OO me tae 8 enon) ci 44,39 12,28 32,14 0,382 
EXPERIENCE N° 29. 
Plasma témoin...... 58,99 19,62 39,37 0,498 
Plasma du sang 40,5 p. 100 
dé. COMNA® (4c! & & ices 50,30 13,26 27,04 0,490 


On voit done que la diminution affecte proportionnellement 
les deux fractions protéidiques du plasma. I] est difficile de 
concevoir qu'il s’agisse ici d’une précipitation des protéides. 
Tout se passe comme si le plasma était dilué. Etant donné que 
le phénoméne ne s’observe que dans le sang total, si notre 
hypothése est exacte, l’eau qui dilue le plasma ne peut provenic 
que des globules rouges. Nous n’avons pas utilisé les autres 
anticoagulants, tels que ’héparine, car on sait que la présence 
de cette derniére suffit & inverser le rapport G/A par dépla- 
cement du point isoélectrique des protéides, comme les travaux 
de Fisher l’ont démontré. 


(1) Nous avons utilisé, en ce cas, CO%Na? qui se montre anticoagulant 
a hautes doses. 
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Les autres constituants du plasma accusent aussi 
une diminution par addition d’anticoagulants au sang. 


Nous nous sommes adressé aux corps qui sont en quantité 
assez importante dans le sang, tels que le glucose, pour lesquels 
on posséde des méthodes de dosage précises et commodes. I 
est A remarquer que ces corps se trouvent a un taux trés 
faible dans le sang par rapport aux protéides et la différence 
observable est presque A la limite de l’erreur d’expérience, 
surtout quand l’anticoagulant est ajouté 4 doses faibles. Aussi 
nous nous sommes adressé a l’anticoagulant qui donne les 
différences les plus marquées, Je fluorure de sodium 4 la 
concentration de 1 p. 100. Le glucose a été dosé par la méthode 
de G. Bertrand, adaptée pour les microdosages par de Saint- 
Rat et Ronfaut [164]. 


PLASMA FLUORE A 1 Pp. 100 
en grammes par litre 
nnn VARIATIONS 


Aprés séparation Avant séparation en p. 100 
des des 
globules rouges globules rouges 
EXPERIENCE N° 30. 

Eroteidese cae 68 ,90 58,90 — 14,5 
GiwicoSsem msn 1,73 4,45 — 16,1 
PLOGEKECS 5m aocw ee a 68,70 57.20 — 16,7 
GIUCOSES eee 4,06 0,87 —17,9 
Protéeidess, ss. ake 72,70 60,50 — 16,8 
GIMCOSES yan eo a est, 2,77 aoe — 15,8 


Les résultats de Fontés et Thivolle [52] quil ne trouvent pas 
de différence dans le taux de glucides plasmatiques dosés, 
d’une part sur le plasma du sang fluoré et, d’autre part, sur 
le plasma du sang non additionné d’antivoagulants, ne 
peuvent tenir qu’a la technique de dosage employée par ces 
auteurs pour reconnaitre les faibles variations en glucides 
dues & V’utilisation de fluorure A 2 p. 1.000. : 

Pour nous mettre a l’abri d’une erreur de dosage due A la 


DOSAGE DES ELEMENTS DU SANG 235 


présence du fluorure, nous avons fluoré le plasma témoin 
aprés séparation des globules rouges au méme taux que le 
sang total. 

On voit que, malgré les inconvénients des dosages sur de 
faibles quantités, la diminution du glucose est sensiblement 
du méme ordre de grandeur que celle des protéides. 

Man et Guildea [430] ont fait une constatation analogue 
pour les acides gras : le taux de ces derniers est plus grand 
dans Je sérum et le plasma hépariné que dans le plasma 
oxalaté. Schmidt [467], en confirmant les constatations des 
auteurs précédents, trouve que le taux des phospholipides est 
de 10 & 12 p. 100 moindre dans le plasma du sang oxalaté & 
2,4 p. 1.000 que dans le plasma du sang hépariné. Man et 
Gildea n’acceptent pas l’interprétation de ce phénoméne 
donnée par Mac Lean et Mac Lean [425] qui pensent qu’il 
s’agit ici d’une précipifation des phospholipides par |’oxalate 
et, d’aprés eux, ces variations proviennent de la modification 
du volume des globules rouges par l’oxalate. 

Sperry et Schoenheimer [179], a la suite du travail de 
Schmidt, dosent le cholestérol sur le plasma hépariné, oxalaté 
et sur le sérum d’un méme sujet ; ils constatent que le plasma 
oxalaté est plus pauvre en cholestérol total que le plasma 
hépariné ou le sérum et que le cholestérol, libre et combiné, 
a diminué dans les mémes proportions. Ils adoptent l’inter- 
prétation de Schmidt et admettent que cette différence est 
due a J’altération du volume globulaire par l’oxalate et ils 
reconnaissent que le plasma oxalaté ne peut pas étre utilisé 
pour le dosage du cholestérol. 

Aux mémes résultats sont arrivés tout récemment Gardner, 
Gainsborough et Murray [57] en dosant le cholestérol dans le 
sang oxalaté et hépariné. L’addition d’oxalate 4 2. p. 4.000 
provoque une diminution du taux de cholestérol d’environ 
4 p. 100, par rapport au sang hépariné, et ces auteurs estiment 
que le dosage par ce dernier moyen est correct ; cependant 
nous savons que l’héparine, comme tous les autres anticoa- 
gulants, provoque une diminution du taux de protéides 
variant de 2 A 4 p. 100 quand on l’utilise, comme ils l’ont 
fait, & des doses de 180 A 200 milligrammes par litre. I] s’agit 
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réellement d’une dilution du plasma. D’ailleurs l’expérience 
suivante en fournit la démonstration. 


EXPERIENCE N° 31. — 5 cent. cubes de plasma témoin et 5 cent. cubes 
de plasma de sang oxalaté sont desséchés jusqu’da poids constant dans 
le vide sulfurique. On pratique sur une fraction du plasma témoin et 
sur la méme quantité du plasma oxalaté, les dosages d’oxalate par la 
méthode classique. L’excés d’oxalate existant dans le plasma oxalaté 
ainsi déterminé, on soustrait du poids du plasma oxalaté le poids 
d’oxalate contenu dans 5 cent. cubes. 

Finalement, 5 cent. cubes de plasma témoin pésent 0 gr. 3668 et 
le plasma oxalaté, diminué du poids de l’oxalate dont) le taux est de 
106 centigrammes par 100 centimétres cubes de plasma, égale 0,3276. 
Le plasma oxalaté contient donc moins de matiére séche que le 
plasma témoin, soit 0 gr. 3668 — 0 gr. 3276 = 0 gr. 0392. La perte 
de matiére séche esti égale a 10,7 p. 100. Le dosage des protéides de 
ces deux plasmas a donné les résultats suivants: le plasma témoin 
contient, par litre, 62 gr. 10 et le plasma oxalaté 55 gr. 2. La dimi- 
nution est égale 4 11,1 p. 100, chiffre sensiblement identique a celui 
qu’on trouve comme perte en matiére séche. 


Le plasma du sang traité par l’oxalate contient donc 
réellement moins de substances dissoutes que le plasma 
témoin. . 


Ce sont les modifications de la concentration moléculaire 
du plasma qui régissent les échanges d’eau entre plasma 
et globules. 


Les échanges d’eau entre deux solutions séparées par une 
membrane semi-perméable sont sous la dépendance : 41° de 
la concentration de deux solutions, 2° de la perméabilité de 
la membrane aux ions dont la répartition est régie par la loi 
de Donnan. Dans le sang, il existe un équilibre osmotique 
entre le plasma et les globules. L’addition d’un anticoagulant 
en poudre ou en solution concentrée dans le sang, en augmen- 
tant la concentration moléculaire du plasma, rompt cet équi- 
libre. Pour revenir & un nouvel équilibre, une certaine 
quantité d’eau doit passer des globules dans le plasma en 
méme temps que se produit un certain échange ionique entre 
les deux phases. 

Par suite, non seulement les anticoagulants mais toutes les 
substances qui se dissolvent dans le plasma produiront le 
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méme effet, 6lectrolytes ou substances non ionisées. Voici 
deux exemples que nous donnons ici : 


PROTEIDES . 
par litre ey. 
de plasma ones 
EXPERIENCE N° 82, 
IMAGING ASTON ve, Gusthooouece ah ied ae 63,5 
Plasma du sang additionné de NaCl & 3 p. 1.000. 59,6 —6,1 


Nous savons que l’héparine en solution n’apporte dans le 
plasma qu’un changement négligeable. Aussi comme témoin 
nous avons utilisé le plasma hépariné parce que la dissolution 
de NaCl et celle du glucose exigent trop de temps pour qu’on 


puisse la faire dans le plasma simple. 
PROTEIDES 


par lity VARIATIONS 
de plasma Sapo 
EXPERIENCE N° 33. 
Rlasmantémoingarie: to5 sete aimeiieees Sec 67,0 
Plasma hépariné avec une solution d’héparine 
a raison de 150 milligrammes par litre. . . 67,0 0 
Plasma hépariné + NaCl en concentration finale 
COUN Mabaso chiar ol he Wetttche babe one eee5s,2 — 4556 
Plasma hépariné + glucose en dilution finale 
GOIN GRICE RARE cae Un shay oecas nies: bak 55,0 1,9 


Au cours d’expériences ultérieures, nous aurons l’occasion 
d’apporter de nombreux exemples du méme genre pour 
d’autres substances et nous estimons qu’il est inutile d’y 
insister davantage ici. 

Il est évident qu’en diminuant la concentration moléculaire 
du plasma, nous produisons le phénoméne inverse, c’est-A- 
dire le passage de l’eau du plasma vers les globules. Cette 
diminution de la concentration moléculaire peut étre obtenue 
de deux maniéres différentes, soit en diluant directement le 
plasma avec de l’eau, soit en le dialysant dans un sac de 
collodion. 


ExpéRience n° 34. — On prend 20 cent. cubes de sang hépariné a 
150 milligrammes/litre et on le partage en deux tubes. Dans l’un, on 
ajoute 2 cent. cubes d’une solution de chlorure de sodium 4 
8,5 p. 1.000, solution que l’on peut considérer comme approximative- 
ment isotonique. Dans ]’autre, on ajoute, goutte a goutte, 2 cent. 
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cubes d’une solution de NaCl a 3. p. 1.000, solution largement hypoto- 
nique. Nous avons alors : 


PROTEIDES 
en grammes AUGMENTATION 
par litre 


4° Plasma du sang additionné d’une solution 


de Nach a-8,5 pe 1-000 eno eaee eres 48,2 
2° Plasma du sang additionné d’une solution 
der Nala; 3p. 12000 sincere teas once neen omer 50,2 + 4,15 


Le plasma du sang rendu hypotonique est donc plus riche 
en protéides que le sang dont la concentration n’a pas ou n’a 
que peu varié. 

Dans les expériences ot l’on rend le plasma hypotonique 
par dialyse, les résultats sont encore plus nets. 


ExpiRIENCE N° 35, — On préléve le sang d’un lapin. Une partie de 
ce sang est centrifugée immédiatement pour procéder au dosage des 
protéides et aux mesures cryoscopiques. Le reste du sang est hépa- 
riné a raison de 150 milligrammes/litre. Une partie du plasma du 
sang hépariné, prélevé par centrifugation, est dialysé dans un sac de 
collodion contre l’eau distillée pendant trente-cinq minutes, dans un 
dialyseur de Macheboouf et Sandor. On exerce sur le plasma une 
pression de 5 cm. de Hg.. pour éviter la dilution de celui-ci par 
endosmose. On a ainsi deux sortes de plasma, le plasma du sang 
hépariné et dialysé et le plasma du méme sang hépariné et non 
dialysé. On les remet respectivement sur les globules rouges qui en 
provenaient. L’abaissement du point de congélation et le pH de toutes 
ces fractions ont été mesurés. Le pH a été déterminé par la méthode 
électrométrique 4 l’aide de l’électrode & hydrogéne de Sannié. 


A H PROTEIDES Vy ARTATIONS 
en degrés a 20° Spanner en p. 100 
Plasma du sang hépariné. . — 0,59 7,96 64,20 
Plasma du sang hépariné et 
Gialivsé; 2 Shae. ee — 0,39 7,93 64,00 — 0,3 


Plasma du sang hépariné et 

remis sur ses globules 

LOU ES!) . as) meen ieaynes te — 0,60 7,95. 64,30 — 0,16 
Plasma du sang hépariné et 

dialysé et remis sur ses 

globules rouges ..... — 0,54 Ue 73,80 + 15,0 


On voit donc que le plasma rendu hypotonique s’enrichit 
en protéides au contact des globules rouges, comme on pouvait 
déja le prévoir. L’eau du plasma passe dans les globules 
jusqu’é ce que le nouvel équilibre soit atteint. 
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Modifications des volumes respectifs du plasma 
et des globules. 


La mesure du volume globulaire parait, au premier abord, 
trés simple. Plusieurs méthodes ont été proposées pour cette 
évaluation. La plus courante et la plus anciennement connue 
est celle de l’hématocrite. Les autres sont: la réfractomé- 
trie, la conductibilité électrique du sang, Ja viscosité, la 
colorimétrie, le dosage sur le sang additionné de sels. 
Aucune de ces méthodes n’est exempte d’erreur. La réfrac- 
tométrie, la dilution du sang par des solutions salines, la 
conductibilité [472], la viscosité se montrent, d’aprés Ponder 
et Saslow [150] qui les ont pratiquées, nettement insuffisantes. 

Jenkins [98] additionne le sang rendu incoagulable d’une 
solution d’hémoglobine en quantité déterminée. I centri- 
fuge et mesure le degré de dilution de lhémoglobine dans le 
plasma par rapport 4 une solution standard. Les résultats 
ainsi obtenus présentent, par rapport a la méthode de 
Vhématocrite, une différence en moins qui est de 7 a 
26 p. 100 pour le volume globulaire. Toutes ces méthodes 
exigent la dilution du sang par des solutions salines ; il est 
alors évident qu’é moins d’utiliser une solution rigoureuse- 
ment isotonique, le volume globulaire se trouve modifié 
avant méme de commencer Ja mesure. Or, couramment on 
évalue de 8 & 9 grammes pour 1.000 la teneur en NaCl d’une 
solution isotonique pour les globules rouges : Hampson et 
Maizels [77] l’évaluent 4 7 gr. 2 p. 1.000, alors que Ponder 
et Saslow [150] lestiment 4 11 gr. 2 par litre. 

Christensen et Warburg [27] ont étudié la composition 
des solutions salines dans lesquelles le volume globulaire ne 
change pas. Ils ont démontré que les solutions de sels 
d’oxalate ou de citrate au méme A que le sérum ne sont pas 
réellement équilibrées et que les globules rouges mis en 
suspension dans ces solutions diminuent de volume. Cette 
diminution dans des solutions considérées comme isoto- 
niques atteint 10 p. 100 pour le citrate 4 2 p. 100 et 4 p. 100 
pour l’oxalate A 1,3 p. 100. Ils admettent, d’aprés la théorie 
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de Hamburger, que le changement de pH du sang par départ 
de l’acide carbonique est la principale source de ces modifi- 
cations. Ils arrivent & conclure qu'il n’est ni suffisant, ni 
nécessaire que la solution soit du méme A que le sérum pour 
que le volume globulaire reste constant. Il est indispensable 
d’introduire des tampons pour éviter le changement du pH 
du sang. Etant donné que nous sommes si peu renseignés 
sur la véritable valeur d’une solution isotonique, toutes les 
méthodes de mesure du volume globulaire qui commandent 
la dilution du sang sont a condamner. 

La méthode colorimétrique que Ponder et Saslow [450] 
estiment précise, a cependant donné entre leurs mains des 
résultats étranges, 4 savoir que le volume des globules rouges 
ne diminue pas dans une solution hypertonique, alors que 
toutes les observations faites avec les autres méthodes 
prouvent le contraire. 

La méthode & l’hématocrite, plus simple, donne les résultats 
les plus constants. Les mesures ne sont que relatives car le 
volume trouvé dépend du nombre de tours et du temps de 
centrifugation, de la viscosité du milieu, etc... Millar [434] a 
étudié cette méthode et en fait une critique serrée, de méme 
que Ponder et Saslow [450]. En effet, cette méthode est loin 
d’étre parfaite, comme on le voit par les valeurs dues a diffé- 
rents auteurs pour le volume moyen des globules rouges 
de homme en mp* : Capps : 100 [25]; Millar : 70 [434] ; 
Limbeck : 68 [447]. Les différences dépassent 30 p. 100. 

En conclusion, nous ne possédons pas de méthode capable 
de déterminer avec précision le volume globulaire et le 
volume plasmatique. Comme i] fallait néanmoins en choisir 
une, nous avons pris celle 4 lhématocrite comme Ja moins 
erronée. 

Limbeck observe que le volume globulaire subit des modi- 
fications en rapport avec la tonalité du milieu environnant 
les solutions hypertoniques aménent une diminution du 
volume globulaire, tandis que le contraire se produit dans 
les solutions hypotoniques. 

Depuis, ce fait a été signalé maintes et maintes fois. Wipple 
et ses collaborateurs, en 1920, indiquent que le volume globu- 
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laire diminue de plus en plus quand on ajoute au sang des 
doses de plus en plus fortes d’oxalate de soude. Eisen- 
men [44], Man et Gildea [430], Schmidt [467], Wilander (497), 
etc., ont remarqué que le volume globulaire est plus grand 
dans le sang hépariné que dans le sang oxalaté. Rossdale 
indique aussi que l’oxalate réduit plus fortement le volume 
globulaire que le citrate quand ces corps sont utilisés aux 
mémes concentrations. Ponder, soit seul, soit avec Saslow ou 
Robinson [147-4541], a étudié aussi les variations du volume 
globulaire dans les milieux de tonicité différente. 

Nous avons voulu vérifier ces variations du volume globu- 
laire en fonction de la tonicité du milieu. Toutes nos mesures 
ont été faites comparativement avec le sang hépariné comme 
témoin, pour la raison que nous avons exposée plus haut. 

La centrifugation du tube de lhématocrite a été faite a 
9.000-10.000 tours-minute pendant quarante-cing minutes. La 
colonne des globules rouges, quand la concentration du sang 
n'est pas trés élevée, devient transparente aprés ce temps de 
centrifugation. Phénoméne désigné sous le nom de critérium 
de Képpe [404]. 

Nous allons exposer une de nos expériences qui ont toutes 
donné des résultats sensiblement identiques. 


EXPERIENCE N° 36. — Le sang d’un lapin, prélevé par ponction caro- 
tidienne et hépariné 4 raison de 150 milligrammes par litre avec une 
solution d’héparine a 0,75 p. 100, est séparé en quatre parties. On 
additionne la premiére partie d’oxalate de potassium en poudre 4a 
raison de 10 p. 1.000, la deuxiéme de fluorure et la troisitme de 
citrate de sodium au méme titre que l’oxalate. Le quatriéme échan- 
tillon nous sert de témoin. 

On pratique au bout de quinze minutes, sur ces 4 échantillons 
bien mélangés, les mesures du volume globulaire et Je dosage d’azote. 


PROTEIDES 


5 VOLUME 
A ae globulaire 
de plasma en p. 100 
en grammes 
Plasma hépariné 40,15 p.100 ......... 62,10 38 
Plasma du sang oxalaté 4410p. 1.000. ..... 55,20 30 
Plasma du sang fluoré& 10 p. 1.000. ...... 51,50 25 
Plasma du sang citraté i 10 p.1.000...... 55,90 32,5 


Il est facile, en calculant les protéines contenues dans 
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400 cent. cubes de sang, de montrer que la quantité totale 
des protéides du plasma reste la méme dans tous ces échantil- 
lons. Dans le plasma hépariné, nous avons 0,0621 de pro- 
téides par centimétre cube ; et comme le volume des glo- 
bules = 38 p. 100, le plasma équivaut 4 62 p. 100 du volume 
du sang, par conséquent dans 4.000 cent. cubes de sang, nous 
aurons 0,0621 x 62 x 10=38 gr. 38 de protéides plasma- 
tiques. Les calculs faits avec le plasma oxalaté donnent 
0,0352 x 70 x 10=38,6 ; le plasma fluoré 38 gr. 6, le plasma 
citraté 38 gr. 2. Contrairement aux expériences de Scott et 
Lehman, nous ne trouvons pas ici de disparition des pro- 
téides totaux dans les milieux hypertoniques. 

Les variations observées qui ne dépassent pas + 2 p. 100 
dans nos divers échantillons résultent de l’erreur inséparable 
de la méthode a l’hématocrite. 

On voit que pour avoir le taux des protéides du sang, il 
faut tenir compte du volume des globules. 

Le dosage des protéides aprés addition au sang d’anticoa- 
gulants en solution reste aussi exact quand on tient compte 
de la dilution introduite. 


EXPERIENCE N° 387. — On arréte la coagulation d’un sang de lapin 
en y ajoutant une solution d’héparine a 0,75 p. 100 a raison de 
0 gr. 150 p. 1.000. Ce sang est divisé en deux parties. L’une est addi- 
tionnée au 1/10 d’une solution d’oxalate de potassium  saturée, 
Vautre sert de témoin. Le plasma des deux parties est séparé par 
centrifugation aprés quinze minutes de repos. Pour le plasma hépa- 
riné, nous avons obtenu les résultats suivants : 

Volume plasmatique : 62 p. 100. Volume globulaire : 38. 

Taux de protéides dans le plasma: 6,21 p. 100. 

1 cent. cube de plasma contient donc : 0,0621 de protéides. 

Dans 1.000 cent. cubes de sang, nous aurons : 0,0621 x 62 x 10=38,5 
de protéides. 

Pour le plasma oxalaté, on a également : 

Volume plasmatique : 75 p. 100. Volume globulaire : 25. 

Taux de protéides : 4.60 p. 100 de plasma. 

1 cent. cube de plasma contient donc: 0,046 de protéides. 

Dans 100 cent. cubes de sang, nous aurons : 0,046 x 82,5 = 38 gr., 
en faisant la correction que nécessite la modification du volume 
initial par addition de 10 cent. cubes de la solution d’oxalate pour 
10 cent. cubes de sang. Le volume réel sera donc 75 p. 100 de 110 
= 82 cent. cubes 5. 
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Les nombreux dosages que nous avons pratiqués de cette 
facon nous ont toujours donné des résultats dont l’erreur ne 
dépassait pas plus ou moins 2 p. 100. 


Perméabilité sélective des globules rouges 
aux différents ions. 


L’échange d’eau entre globules et plasma n’est pas le seul 
phénoméne qu’on observe quand on change la tonicité du 
plasma. Il passe aussi certains ions. La question de la per- 
méabilité globulaire est trés discutée. Hamburger et Buba- 
novic [74], Ashby [4], Ponder et Robinson [4149], Dav- 
son [32-36] prétendent que la paroi des globules rouges est 
perméable aux cations. Mais la plupart des autres auteurs : 
Mond [4137], Kerr [404], Henderson [83], Wakeman, Eisenman 
et Peters [491], Van Slyke, Wu et Mac Lean [489], Giir- 
ber [67], Hamburger [73-75], Falta et Richter-Quittner [46], 
Maizels [127], Halverson, Méhler et Bergeim [70] estiment 
que la paroi globulaire est pratiquement imperméable aux 
cations quand on se place dans des conditions assez voisines 
de l’état physiologique normal, c’est-d-dire quand les glo- 
bules rouges ne sont pas altérés (pH, trop grande concentra- 
tion saline, séparation des protéides du plasma, etc...). 

La perméabilité aux anions parait moins discutée. Ham- 
burger [73], Maizels [428-129], Van Slyke et Cullen [488], 
Fredericia [54], Henderson [83] et beaucoup d’autres auteurs 
indiquent que les globules rouges sont perméables aux anions 
si le pH du sang n’a pas subi de grandes variations vers 
l’alcalinisation. La perméabilité aux anions croit rapidement 
avec l’acidification du milieu. Cependant Levy, Mignon et 
Haffner [445] n’arrivent pas, par leur méthode, 4 démontrer la 
perméabilité de Ja paroi globulaire au chlore. 

Dans nos expériences, la dilution du plasma par l’eau aprés 
addition de sel au sang globulaire, indique une nouvelle 
répartition ionique, qui est régie par le passage de l’eau et 
par la perméabilité sélective de la membrane globulaire. Si 
un méme échantillon de sang est additionné de sels différents, 
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& molarité égale, la diminution respective des protéides trou- 
vées nous renseignera sur le passage des différents ions 4 
travers la paroi globulaire. 


EXPERIENCE N° 88, faite sur le sang de mouton hépariné a 150 mil- 
ligrammes par litre avec une solution d’héparine 4 5 p. 100. Le sang 
est réparti en douze tubes a centrifugation par portions de 10 cent. 
cubes mesurées avec précision. On ajoute dans chaque tube exacte- 
ment 2 cent. cubes d’une solution de NaCl ou de glucose 4 molarité 
différente. On utilise les solutions de 3 N, 2 N, N, N/2, N/4 et N/10. 
On agite bien et on laisse les mélanges A la température du labora- 
toire pendant trente minutes avant) de les centrifuger. On pratique 
alors sur le plasma le dosage d’azote protéidique et on détermine le 4 
de tous les échantillons de plasma. Voici les résultats. 

A PROTEIDES 
par litre 
de plasma 

en grammes 


du plasma 
en degrés 


Pour le NaCl : 


Sang + la solution de Na@la3N ...... = 2,73 49,00 
Sang + la solution de NaCla2N....... —1,99 49,44 
Seng +lasolutionde NaClLaiN....... — 1,24 54549 
Sang + la solution de NaClaN/2...... — 0,82 53,38 
Sang + la solution de NaCl a N/4 ...... — 0,69 54,69 
Sang + la solution de NaCla N/l0...... — 0,58 56,88 


Pour le glucose : 


Sang + la solution de glucose 13N..... —1,84 49,44 
Sang + la sclution de glucose’ 2N..... —-1,37 50,75 
Sang + la solution de glucoseaiN..... — 0,93 52,50 
Sang + la solution de glucose 4 N/2..... — 0,68 Boma 
Sang + la solution de glucose 4 N/4.. 2... — 0,61 56, 00 
Sang + la solution de glucose 4 N/i0..... — 0,55 Tiga 


En représentant ces résultats graphiquement, on constate 
un phénoméne curieux : Les chiffres trouvés expérimentale- 
ment pour le glucose ou pour le chlorure de sodium se placent 
sur une méme courbe. La diminution des protéides est 
donc identique pour ces deux corps quand le A du plasma est 
le méme. Cela veut dire que les molécules de NaCl ou les 
molécules de glucose se comportent de la méme facon vis- 
a-vis de la paroi globulaire (Voir graphique n° 4). La dilution 
de protéides du plasma indique que l’eau globulaire passe 
vers le plasma ; par conséquent la paroi globulaire est peu 
ou pas perméable pour NaCl et pour le glucose. Nos expé- 
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riences avec d’autres sels tels que le chlorure de potassium. 
Viodure de potassium, le bromure de potassium et le nitrate 
de sodium donnent des résultats analogues. Il en résulte que 
dans les conditions de nos expériences nous n’observerons 
pas de perméabilité globulaire appréciable ni pour les élec- 
trolytes, ni pour les molécules non ionisables des corps préci- 
tés. Cependant ces constatations se trouvent en contradiction 
avec ce que nous savons sur le métabolisme des globules 
rouges. 

Cherbuliez [26] a étudié la concentration moléculaire des 
globules rouges et du plasma en variant la molarité de ce 
dernier. Ii trouve que le A des globules reste toujours un 
peu inférieur 4 celui du plasma, phénoméne déjaé connu par 
les expériences de Moor et Roaf [435] et de Collip [28] et cri- 
tiqué par d’autres auteurs. Cependant la concentration molé- 
culaire des globules suit, tout en restant légérement au-des- 
sous, celle du plasma. 

Pour Régnier [58], ces expériences démontreraient que les 
sels peuvent pénétrer dans les globules rouges ou s’en échap- 
per pour maintenir la concentration moléculaire des globu- 
les. Que la paroi globulaire soit perméable ou non aux diffé- 
rents sels, nous ne discutons pas cette hypothése, mais les 
expériences de Cherbuliez s’expliquent tout aussi bien par 
passage d’eau des globules vers le plasma quand on augmente 
la concentration moléculaire de celui-ci et inversement par 
passage de l’eau plasmatique dans les globules quand le A 
plasmatique est plus faible que celui des globules. 


LA PAROI GLOBULAIRE PERMEABLE A L’EAU, COMME NOUS 
L’AVONS VU, EST AUSSI PERMEABLE A L’UREE. — On sait que les 
globules rouges s’hémolysent dans des solutions isotoniques 
d’urée. Nous avons essayé d’ajouter au sang des solutions 
fortement hypertoniques, 2N, d’urée sans empécher I’hémo- 
lyse de se produire. La solution d’urée se comporte vis-a-vis 
des globules tout a fait comme l’eau distillée. Pour étudier 
de plus prés ce phénoméne, nous avons adopté la méthode 
snivante : 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 63, n° 3, 1939. AT 
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Expérience n° 39. — On prépare une solution de NaC] N/5. Cette 
solution est divisée en trois parties : lune sert de témoin, la deuxiéme 
est additionnée d’urée en poudre, de facon d avoir une solution d’urée 
égale A N/5, et la troisidme est traitée pareillement avec du glucose, 
corps non ionisable comme l’urée. D’autre part, on prend du sang de 
lapin, hépariné & 150 milligrammes par litre avec une solution d’hé- 
parine A 5 p. 1.000. 2 cent. cubes des trois solutions précédentes sont 
ajoutés respectivement 4 10 cent. cubes de sang. On agile et on cen- 
trifuge aprés une demi-heure. Puis on pratique le dosage de 1l’azote 
sur le plasma précipité par l’acide trichloracétique et lavé 4 cing 
reprises pour ¢liminer l’urée. On a pris soin de mesurer les volumes 
globulaires de chaque mélange par ]’hématocrite. Voici les résultats 


NaCl N/3 NaCl N/5 


NaCl N/5 ae St 
urée N/5 glucose N/5 
Volume globulaire p.100..... 25 25 23 
Protéides par litre de plasma, en 
GRAIN onic Onc colo spect) 0 48,415 48 ,02 46,91 
Protéides par litres de sang, en 
EMININS, Go % wep oa dle oo 36,12 36,05 36,12 


Cette expérience nous indique que l’urée ne provoque ni 
variation du volume globulaire, ni diminution du taux de 
protéides plasmatiques, qu’elle traverse la paroi globulaire 
irés facilement et que la concentration moléculaire restant ta 
méme a l’extérieur et a lintérieur du globule, tout appel 
d’eau du globule vers le plasma, donc toute dilution de ce 
dernier, se trouvent écartés. 

L’urée n’intervient donc pas dans Jléquilibre ‘“osmotique 
des globules rouges. Grace 4 sa grande diffusibilité, elle tra- 
verse facilement la paroi cellulaire. Quand on suspend les 
globules rouges dans une solution méme hypertonique d’urée 
sans autres sels, l’urée se répartit uniformément dans _ les 
deux phases et le contenu des globules, renfermant les divers 
sels peu ou pas diffusibles, devient ainsi hypertonique par 
rapport au milieu extérieur. L’eau pénétre dans les globules 
et provoque l’hémolyse. Tout se passe sensiblement comme 
dans l’eau pure. 


ROLE DE LA CONCENTRATION EN 10oNS H+ sur LA PERMEABILITE 
GLOBULAIRE. — Comme, dans les expériences ci-dessus, nous 
avons utilisé le sang conservé & l’air sans aucune précaution 
spéciale, et que le départ de l’acide carbonique fait monter 
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le pH du sang de 7,35 4 7,5 — 80, il ne manquait pas d’in- 
térét de rechercher l’influence des variations du pH sur la 
perméabilité globulaire. 


ExpERIENcE N° 40. — On prépare une solution d’acide chlorhydrique 
dont on ajuste le A & — 3°80; les mesures ont été faites sur la solu- 
tion diluée 4 1 pour 5, dont le A est égal A — 0°76. Une solution de 
NaCl est ajustée exactement au méme A. Ces deux solutions sont 
mélangées en proportions différentes. F 

1° 9 cent. cubes 1/2 de la solution de NaCl + 1/2 cent. cube de solu- 
tion acide ; 

2° 9 cent. cubes de NaCl + 1 cent cube d’acide ; 

3° 8 cent. cubes de NaCl + 2 cent. cubes d’acide, et ainsi de suite 
3, 4 et 5 cent. cubes d’acide pour 7, 6, 5 de la solution de NaCl. 

On préléve 150 cent. cubes de sang de lapin qu’on rend incoagulable 
avec une solution d’héparine 4 5 p. 100 4 raison de 150 milligrammes 
d’héparine par litre. Le sang est] réparti par 15 cent. cubes dans 7 
tubes. 4 centrifugation. Dans le premier tube on ajoute 2 cent. cubes 
de solution de NaCl pure, dans les suivants 2 cent. cubes de chaque 
mélange préparé comme nous l’avons dit. On mélange bien le sang 
avec les solutions et. on abandonne les tubes a la température du labo- 
ratoire pendant une heure. Le volume globulaire est déterminé a 1]’hé- 
rnatocrite. Ensuite, le plasma obtertu par centrifugation ést analysé 
3 trois points de vue : 1° on dose l’azote protéidique ; 2° on déter- 
rine le A du mélange ; 3° on mesure le pH de ces plasmas 4 l’aide d’une 
électrode 4 l’hydrogéne de Sannié. Voici les résultats que nous avons 
obtenus. 


PROTEIDES | PROTEIDES 
/45 CENT. CUBES pH j lit 
de sang additionnés oe oem Ne ake 
de 2 cent. cubes de du plasma |, grammes|en grammes global en degrés 


VOLUME A 


56,00 42,56 24,0 — 1,045 


NaCl 19 parties. . . 9 = 
HCl 4 partie... 42,61 24,5 1,040 


NaCl 9 parties... & 
HCl 14 partie... 42,36 25,5 1,040 


NaCl 
HCl 


NaCl 


parties... 49,47 — 0,963 
parties... ; 


8 

2 

71 parties... i ; a eh 
HCl 38 parties... ; 42,25 0, 

6 

4 


NaCl 
Hcl 


parties... 42,93 
parties... 


Dans le dernier mélange le plasma est légérement teinté d’hémo- 
globine ; avec des solutions encore plus. riches en acide, la destruction 
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des globules rouges est trop importante pour qu’on puisse en tirer 
une conclusion. 


On voit qu’avec l’abaissement du pH, le plasma devient de 
plus en plus riche en protéides. L’augmentation de la concen- 
tration moléculaire du plasma varie dans ses effets & des pH 
différents. En milieu acide le passage de l’eau globulaire vers 
le plasma se produit avec moins d’intensité qu’en milieu 
alcalin, ce qui parait étre en accord avec la théorie de Warburg 
et de Van Slyke sur la répartition de l’eau entre les globules 
et le plasma. On sait qu’en acidifiant le sang on augmente la 
concentration moléculaire des globules plus fortement que 
celle du plasma. 

Le A du plasma s’abaisse iegerenient avec l’introduction de 
quantités de plus en plus importantes d’acide, mais ces varia- 
tions qui ne dépassent pas 0°120 et sont beaucoup trop faibles 
pour justifier les changements importants qui se’ produisent 
dans la concentration du plasma en protéides, comme on peut 
le voir par le graphique n° 4. On ne peut pas parler ici non 
plus de passage des protéides au travers de la paroi globu- 
laire car la quantité de protéides totaux du plasma, rapportée 
au litre de sang, reste constante. 

Existe-t-il un minimum de perméabilité pour les globules 
quand on augmente la concentration du milieu en ions 
OH— ? Pour cette expérience nous avons utilisé aussi l’acide 
chlorhydrique qui donne de meilleurs résultats que l’acide 
oxalique par exemple. Celui-ci produit une hémolyse rapide 
de globules & des pH moins élevés que l’acide chlorhydrique. 


EXPERIENCE N° 41, faite sur le sang de mouton. — Trois solutions 
de HCl, de NaOH et de NaCl sont ajustées exactement au méme A, 
comme précédemment. Cette fois, le point de congélation des solu- 
tions est égal 4 —4°00. On prépare, comme dans 1’expérience ci-dessus, 
des mélanges de NaCl avec l’acide ou la soude. Le sang de mouton 
est hépariné a 150 milligrammes par litre a l’aide d’une solution 


a 5 p. 100. Le plasma est séparé trente minutes -plus tard et on 
procéde aux mémes examens. 


Le plasma se trouve is plus dilué 4 pH 8,33. A ce moment, 
la perméabilité pour NaCl passe par un minimum. A des pH 
plus. faibles ou plus forts, le plasma se concentre, comme 
le graphique n° 2 l’indique. Comme dans l’expérience précé- 


Proleides par 
litre de plasma 


GrapHIQUE n° 1. — En ordonnées le poids de protéides par litre de plasma, en 
abscisses les A du plasma. Les points indiquent les chiffres trouvés avec le 
chlorure de sodium, les croix, les valeurs avec le glucose. 


Gnapaigue n° 2. — En ordonnées le poids des protéides contenus 
dans 4 litre de plasma; en abscisses, les pH du plasma. 
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PROTEIDES | PROTEIDES A 
pH par litre par litre Vorpm 
du plasma | de plasma de sang global en degrés 
en grammes/en grammes 


20 CENT. CUBES 
de sang additionnés 
de 2 cent. oubes de 


— 


aL Bo becticn: 2k | 6195200] tb 06m nmcamrsd 


NaCl 8,02 61,69 46,88 


NaCl parties. .. 
NaOH 4 partie. . .{ 8987 4 47,05 


NaCl PactleSae 
NaOH 3 parties. . . 9,38 47,09 


NaCl 5 parties. . .! . 
NaOH 3 parties. . .j 10,95 46,88 


dente, on ne peut parler davantage de passage des protéides, 
la quantité de ceux-ci restant, comme ci-dessus, constante dans 
le plasma pour un volume donné de sang. Les variations du A, 
ne dépassant pas 0°44, ne peuvent pas nous expliquer 4 elles 
seules des changements aussi importants dans la concentration 
du plasma. D’ailleurs, nous voyons qu’a pH 8,02 et & A — 0°91, 
le plasma est plus riche en protéides qu’&é pH 9,38 et a 
A — 0°86. 

Nous devons donc conclure de ces essais, que la perméabi- 
lité globulaire passe par un minimum qui se trouve aux envi- 
sons de pH &,3. Dans le milieu acide, la perméabilité croit 
rapidement, dans le milieu alcalin elle augmente plus faible- 
ment. Quand on opére in vitro, les résultats varient fortement 
suivant le pH du milieu utilisé. I] n’y a rien d’étonnant a ce 
que, dans ces conditions, la question de la perméabilité globu- 
laire ait donné lieu aux travaux les plus contradictoires. 

Nous n’avons pas recherché la nature des ions qui traver- 
sent les globules & des pH différents. De nombreux auteurs 
ont vu que l’acidité du milieu est favorable au passage des 
anions. Mond [437], quoique ces travaux soient trés discutés, 
a montré, par des dosages directs, que la paroi globulaire 
devient perméable aux cations en milieu alcalin, mais que 
les anions ne passent plus. 

Ces expériences nous montrent qu’on peut, pour l’étude 
de la perméabilité globulaire, introduire dans le sang diverses 


DOSAGE DES ELEMENTS DU SANG 254 


substances qui, par la dilution du plasma, vont nous indiquer 
leur degré de diffusibilité . 


Conservation du sang additionné d’anticoagulants. 


Dans les expériences citées jusqu’éa présent, la séparation 
du plasma des globules aprés addition d’anticoagulants a été 
faite au bout de quinze minutes. I] est important d’étudier 
comment évolue le phénoméne avec le temps. On est limité 
ici par la fragilité des globules rouges. Le plus souvent, le 
sang additionné d’anticoagulants accuse une hémolyse plus 
ou moins importante au bout de vingt-quatre, au plus tard 
quarante-huit heures, et le plasma devient inutilisable pour 
Vanalyse. D’ailleurs, comme nous le verrons, le résultat se 
stabilise trés rapidement. 


EXPERIENCE N° 42, — On prend 40 cent. cubes de sang de lapin. On 
en centrifuge 10 cent. cubes dans un tube paraffiné pour avoir le 
_plasma témoin. Les 30 cent. cubes restants sont additionnés d’oxalate 
de potasse 4 raison de 5 p. 1.000. Aprés avoir mélangé soigneusement, 
on divise le sang en trois parties. On centrifuge la premiére au bout 
de vingt-quatre heures. Pendant ce temps, le sang a été conservé a 
la glaciére dans des tubes bouchés au liége. Voici les résultats : 


PROTEIDES 
par litre VARIATION 
de plasma en p. 100 


en grammes 


Plasnaaevemvoims caer tsece at teste se ey vals 69,9 
Plasma du sang oxalaté 45 p. 1.000 et conservé 

PeUudarits SeMAIMULCS swe ames ee eG eeeo oles: 63.3 —9,4 
Plasma du sang oxalaté a 5 p. 1.000 et conservé 

HCMC POLNENCEN 4 oO a-8) GG ee Bolo pai 63,4 —9,3 
Plasma du sang oxalaté 45 p. 1.000 et conservé 

MONON PAINS s 5 s 5 oo bo OG oe a 63,4 == 9 


On constate donc que la diminution s’est produite au bout 
de quinze minutes et ne varie plus avec le temps. 


ExpfrRience n° 43. — Des résultats analogues se montrent avec le 
citrate de soude, comme 1l’indique l’expérience suivante. ,Cetite fois, 
nous avons introduit Vanticoagulant en solution saturée 4 raison de 
1 cent. cube pour 10 de sang de lapin. Une partie ‘est. centrifugée 
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4 10 tours/minute immédiatement aprés l’addition d’anticoagulant, 
pendant quatre minutes, de telle sorte que le plasma est séparé des 
globules en cing minutes. L’autre partie est centrifugée au bout de 
irois heures. Le sang conservé pendant vingt-quatre heures est trés 
hémolysé et abandonné. Voici les résultats : 


PROTEIDES 

par litre VARIATION 
de plasma en p. 100 
en grammes 


Plasma; témoim>) is. et: ae eee eae es 62,0 
Plasma du sang citraté séparé au boutde5 minutes. 45,1 
Plasma du sang citraté séparé au bout de 3 heures. 46,0 +2 


La quantité de protéides aurait plutdt légérement aug- 
menté au bout de trois heures. Cela peut tenir 3 deux causes : 
soit simplement & une légére destruction des globules, soit 
encore & une absorption par les globules d’une certaine quan- 
tité d’eau. 


EXPERIENCE N° 44. — Dans 20 cent. cubes de sang de mouton, on 
verse 0,15 p. 1.000 d’une solution d’héparine 4 5 p. 100 et 4 cent. cubes 
d’une solution normale de chlorure de sodium. Une partie du sang 
est centrifugée et analysée immédiatement, l’autre vingt-quatre heures 
plus tard. Les résultats ont été les suivants : 


PROTEIDES 
par litre 
de plasma 

en gramnies 


Sang analysé amomvediatement ia. eam ciel nen mtCE 50,2 
Sang analysé aprés vingt-quatre heures. .......... 50,2 


Comme pour le citrate et l’oxalate, la dilution du plasma 
est presque instantanée et ne varie pas avec le temps. 

Cette rapidité d’équilibre n’a rien de surprenant. La paroi 
du globule rouge ne doit pas dépasser au plus quelques cen- 
tiémes de p d’épaisseur et il est évident que dans ces conditions 
les échanges sont trés rapides entre les globules rouges et le 
milieu environnant. 


Discussion des travaux de Scott, de Bellis et Scott 
et de Lehman et Scott [89, 144, 4174). 


Ces auteurs prétendent que ‘la paroi globulaire est per- 
méable aux protéides du plasma. A l’appui de leur hypothése, 
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ils citent leurs expériences de dosages des protéides dans le 
plasma oxalaté et le sérum d’un méme animal ov ils 
trouvent que le sérum est relativement plus riche en pro- 
téides que le plasma oxalaté. Nous avons vu déjad dans le 
chapitre I que ces résultats s’expliquent tout autrement et 
que la diminution constatée dans le plasma n’est nullement 
provoquée par passage de protéides au cours de la coagula- 
tion. Elle se produit sous l’influence de la venue d’eau des 
globules rouges causée par l’augmentation de la concentra- 
tion moléculaire du plasma due & l’addition d’anticoagulant. 
Le plasma du sang non traité est toujours plus riche en pro- 
téine que le sérum correspondant. 

Dans d’autres séries d’expériences, ils diluent le sang 
dans des solutions hypotoniques ou soi-disant isotoniques de 
glucose et de différents sels. Ils observent alors que la quan- 
tité des protéides contenus dans le plasma augmente rela- 
tivement avec les dilutions. Inversement, ils constatent que 
la dilution dans des solutions hypertoniques diminue relati- 
vement les protéides plasmatiques. On peut faire deux 
objections & ces expériences : 1° La méthode & |’hématocrite 
que les auteurs utilisent pour les déterminations du volume 
globulaire ne peut pas, comme nous l’avons vu déja, donner 
des résultats tout a fait précis. Les erreurs sont surtout 
manifestes quand on travaille sur des solutions de densité et 
de viscosité trés différentes, parce que, ainsi que l’indique 
Ege [44], les globules se sédimentent beaucoup plus difficile- 
ment dans des solutions hypertoniques que dans des solu- 
tions iso- ou hypotoniques. 

L’influence de la viscosité du sang sur la mesure du 
volume globulaire par l’hématocrite a été étudiée par 
Nygaard, Wilder et Berkson [4140] qui ont trouvé qu’on peut 
exprimer la relation entre le volume globulaire et la visco- 
sité du plasma a l’aide d’une fonction linéaire. Cela indique 
avec quelle prudence il faut interpréter les résultats des 
mesures & l’hématocrite pour déterminer le volume globu- 
laire, surtout quand on travaille sur des solutions de compo- 
sition différente. Les erreurs relatives sont faibles pour des 
solutions de compositions comparables, mais elles deviennent 
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importantes dans le cas contraire. Scott et Lehman et Scott 
donnent des formules qui, d’aprés les volumes globulaire et 
plasmatique, permettent de calculer le volume initial du 
sang. L’application de ces formules entraine de grosses diflé- 
rences pour une faible erreur dans la mesure du volume 
globulaire. 

2° Les solutions soi-disant isotoniques sont en réalité hypo- 
toniques car, méme avec NaCl, il y a de grandes divergences 
de vue. 

Considérant comme isotonique une solution de NaCl, les 
divers auteurs évaluent une telle solution de 7 & 41 grammes. 
de NaCl par litre. En outre, une solution de méme A que le 
plasma n’est pas isotonique pour les globules rouges, la 
qualité des sels intervient, certains ions passent du plasma 
vers les globules ou inversement. La répartition finale en est 
régie par loi de Donnan. 

Christensen et Warburg [27] ont étudié la composition 
d’une solution isotonique avec les globules. Ils ont démontré 
que des solutions de sels tels qu’oxalate ou citrate au 
méme A que le sérum ne sont pas isotoniques, car les glo- 
bules rouges mis en. suspension dans de telles solutions 
changent de volume. Pour la solution de citrate 4 3 p. 1.000, 
la contraction globulaire atteint 10 p. 100 du volume initial, 
pour la solution d’oxalate 41,3 p. 100 elle est de 4 p. 100. 
Les auteurs indiquent que la principale cause d’erreur est le 
changement de pH du sang par départ de l’acide carbo- 
nique. Il n’est ni nécessaire, ni suffisant, d’aprés ces auteurs, 
que la solution soit de méme A que le sérum, mais il faut 
quelle soit tamponnée pour éviter les modifications du pH 
du sang in vitro. 

Aucun fait précis ne nous permet donc d’admettre le 


passage des protéides du plasma vers les globules ou inver- 
sement. | 
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Application des données ci-dessus établies 
aux dosages des protéides du plasma. 


_L’addition au sang d’anticoagulants en poudre pour le 
dosage des protéides du plasma est de pratique courante 
dans les laboratoires, et l’on peut citer par dizaines les tra- 
vaux ou cette technique est utilisée. Tous ces dosages sont 
plus ou moins entachés d’erreur. Les résultats varient d’une 
espéce animale a l'autre, et dans une méme espéce d’un 
animal 4 l’autre et pour le méme animal, suivant l'état: phy- 
siologique dans lequel il se trouve. Ils varient aussi suivant 
anticoagulant employé : l’erreur peut étre faible avec les 
anticoagulants puissants qui agissent 4 trés petites doses, 
elles deviennent importantes avec le citrate de soude, et 
encore plus avec l’oxalate de potassium ou le fluorure de 
sodium qui agissent 4 doses relativement élevées. 

Certains auteurs américains [426] ont remarqué l’inexac- 
titude des dosages de protéides pratiqués sur le sang addi- 
tionné d’anticoagulants- en poudre. Mais sans étudier en 
détail les causes de cette incorrection, ils ont essayé d’y 
remédier en utilisant les anticoagulants en solution hyper- 
tonique (citrate de Na saturé), méthode qui n’est pas plus 
exacte. Ils se contentent de ces chiffres d’autant plus qu’ils 
admettent, d’aprés les travaux de Scott, de Bellis et Scott et 
de Lehman et Scott, le passage réversible des protéides du 
plasma vers Jes globules sous |’influence de la variation de 
tonicité du milieu. 

D’aprés tout ce qui a été exposé ici, il ressort qu'il est 
nécessaire de modifier les méthodes courantes de dosage des 
protéides du plasma suivant les régles suivantes : 

1° Le procédé le meilleur est sans aucun doute de pra 
tiquer le dosage des protéides du plasma avec du sang non 
traité par un anticoagulant. Mais la récolte de plasma frais 
présente des difficultés techniques parfois insurmontables 
avec le sang de la plupart des mammiféres, qui se coagule 
rapidement. Elles augmentent parfois encore s’il s’agit de 
sang pathologique. 
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2° Pour évaluer Ja quantité de protéide par unité de 
volume de plasma, on peut se servir de l’héparine en dilu- 
tion de 0,75 p. 100 a 2,5 p. 100 qui ne donne pas d’erreur 
appréciable, au moins pour le sang de lapin. II sufit 
d’ajouter 0c. c. 1 ou Oc. c. 2 pour 10 cent. cubes de sang. 
Cependant, ocmme nous le savons par les travaux de 
Fischer, l’héparine, en modifiant le point iso-électrique des 
protéides, fausse tous les résultats dans les séparations 
gu’on utilise couramment au laboratoire pour obtenir les 
globulines ou différentes fractions globuliniques des albu- 
mines. 

Les dosages du plasma frais ou du plasma hépariné per- 
mettent d’évaluer la quantité de protéines par unité de 
volume du plasma. 

3° Les résultats obtenus par le dosage des protéides d’un 
plasma additionné d’anticoagulant en poudre ou en solution 
ne s’appliquent exactement qu’au volume du sang total. A 
cet effet, on mesure le volume globulaire quand on emploie 
Vhématocrite pour obtenir des résultats corrects ; il faut 
régler une fois pour toutes et maintenir constants a la fois le 
temps et la vitesse de centrifugation. Ayant obtenu la valeur 
relative du plasma par rapport aux globules, on multiplie 
celle-ci par la quantité de protéides trouvés dans 1 cent. 
cube. Si l’on a opéré avec un anticoagulant en solution, il 
faut évidemment apporter dans le calcul la correction qui 
convient pour le surplus du volume ajouté. L’erreur d’expé- 
rience est tout au plus de 1 & 2 p. 100. 

Les dosages pratiqués avec les deux premiéres méthodes 
permettent d’évaluer directement Ja quantité de protéides 
contenues dans l’unité de volume du plasma. 

Par la troisitme nous ne mesurons plus les protéides par 
unité de volume du plasma, mais nous reportons le résultat 
sur le volume du sang total. Au point de vue physiologique, 
il est au moins aussi important de connaitre la valeur des 
protéides dans le sang que dans une unité de volume du 
plasma. 


DEUX CAS D’'ONYCHOMYCOSE HUMAINE 
DUS, L’UN AU 7RICHOPHYTON ACUMINATUM, 
VAR. P/LOSUM, 

L’AUTRE A L’HEMISPORA STELLATA VUILLEMIN 


par A. et R. SARTORY et J. MEYER. 


(Laboratoire de Bactériologie et Cryptogamie 
de la Faculté de Pharmacie de Strasbourg.) 


Nous nous proposons, dans ce travail, d’exposer deux cas 
d’onychomycose : le premier, observé chez un homme et dt 
& VHemispora stellata Vuillemin ; le deuxiéme, rencontré chez 
une femme et causé par le Trichophyton acuminatum, variété 
pilosum Sabouraud. 


PREMIER CAS. — Observation clinique du malade : Le sujet, 4gé de 
trente-six ans, est employé de chemin de fer et travaille comme maga- 
sinier dans les dépéts de marchandises ; il fait des travaux de compta- 
bilité, mais aide souvent au déchargement des wagons ou au déplace- 
ment des colis ; il est de taille moyenne ; le coeur, les poumons et les 
reins semblent tout a fait normaux. Les antécédents héréditaires et 
personnels n’offrent aucune particularité. 

L’affection unguéale semble provenir d’un accident survenu huit mois 
avant : coup de marteau sur |’articulation entre la phalangine et la 
phalangette de l’index gauche. Pendant plusieurs heures, le doigt resta 
engourdi ; la blessure saigna quelque peu et, au bout de deux ou trois 
jours, les choses rentrérent dans l’ordre. Trois semaines aprés, il se 
forme, au niveau de la lésion, un bouton qui prend la taille d’un 
petit pois, rougit et se propage vers la racine de l’ongle ; a laide 
d’une aiguille, le malade perca ce bouton ; il s’écoula un peu de sang 
et du pus ; puis le nodule diminua et la peau redevint normale. Deux 
mois plus tard, l’ongle s’épaissit et montre divers points jaunatres. 

Au premier examen, |’index et le médius de la main gauche sont 
infectés ; nous notons l’aspect macroscopique suivant : 

Index profondément modifié ; couche externe de l’ongle ayant, com- 
plétement disparu ; surface de l’ongle prenant un aspect gris jaunatre, 
fortement verruqueux; pulvérulent ; le scalpel détache facilement la 
matiére unguéale en petites écailles grisdtres, amorphes. La longueur 
de l’ongle est fortement réduite, atrophique et le lit unguéal se laisse 


facilement dénuder. “be 
Médius moins lésé; l’infection a atteint la surface extérieure de 
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l’ongle, vers le bord droit de la racine ; le reste de la table externe 
est resté dur et présente un aspect gris opaque, fortement épaissi 
(environ trois fois la profondeur normale). Des sillons transversaux et 
sensiblement paralléles donnent 4 l’ongle la forme d’une rape. Le bord 
libre est trés dur, corné; les prélévements sont difficiles. Dans les 
couches cornées profondes, on apercoit des micro-abcés jaunatres qui 
permettent l’isolement et la mise.en évidence du parasite. 


De tout ceci il faut retenir que le médius nous donne la 
forme jeune, aigué, évolutive de l’infection, tandis que l’index 
a atteint le dernier stade de la maladie, caractérisé par l’atro- 
phie et l’exfoliation compléte de Vongle. Les parties de la 
peau environnantes ne présentent aucun symptéme inflam- 
matoire. 

Le premier prélévement qui nous a été fourni par le médecin 
traitant, ne nous a pas permis d’isoler le parasite. Le traite- 
ment par la chrysarobine iodée est resté sans résultat, c’est 
alors que le médecin a eu recours a4 l’extirpation chirurgicale 
compléte des deux ongles et & l’application sur les lésions de 
teinture d’iode. Les nouveaux ongles présentérent les mémes 
lésions, d’ot récidive nette. 

A Vaide du matériel prélevé pour la seconde fois nous 
sommes arrivés a caractériser le parasite au moyen de tech- 
niques délicates, de coupes histologiques, de procédés de 
ramollissement, de microcultures en gélose. 


EXAMEN HISTOLOGIQUE. 


On apercoit dans le « stratum corneum » de petits nodules 
vacuolaires toujours plus ou moins sphériques. Les cellules 
cornées de l’épithélium unguéal ont disparu au centre de la 
lésion et tout autour de ces foyers microscopiques, on note 
un tissu lardacé, de disposition irréguliére ; les nodules sont 
localisés vers les parties médianes et profondes de l’ongle. La 
pulpe des doigts et l’eponychium sont complétement dépour- 
vus de ces foyers d’infection. Le « stratum germinativum », 
par contre, présente les mémes formes nodulaires. On y 
constate des fibres élastiques plus ou moins dégénérées avec 
une abondance de macrophages et de polynucléaires. Il s’agit 
donc de micro-abcés de suppuration strictement localisés dans 
le tissu unguéal méme; l’épiderme est absolument indemne 


DEUX CAS D'ONYCHOMYCOSE HUMAINE 259 


ETUDE MORPHOLOGIQUE DES PRELEVEMENTS. 


Par la méthode de Gram appliquée aux coupes on a décelé 
de rares foyers nodulaires dans la zone interne desquels on 
remarquait une agglomération plus ou moins compacte de 
corpuscules mycosiques de 2 4 5 p de diamétre, sphériques ou 
polymorphes, & membrane épaissie, fortement Gram-positils ; 


Fic. 14. — Préparation micrescopique au moyen de prélévement d’ongle. Trai- 
tement préalable & aide du liquide fixateur : alcool-éther-formol-acide, puis 
coloration au Gram. Gross. : 550 X. Corpuscules mycosiques composés d’élé- 

‘ments sphériques ou polymorphes, réunis dans les foyers nodulaires. 


quelques-uns de ces éléments présentent un protoplasme trés 
granuleux, d’autres montrent un centre hyalin, rélringent, 
difficilement colorable (fig. 1). 


CULTURES. 


L’organisme pousse particuliérement bien sur milieu de 
Sabouraud maltosé ; la concentration optimum en ions H est 
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atteinte pour un pH compris entre 6,8 et 7,0 ; la température 
optimum est située 4 + 27°. L’organisme ne pousse plus aux 
températures supérieures & + 40°. Le maltose semble bien étre 
le sucre le mieux assimilé par notre champignon, qui utilise 
cependant aussi bien le glucose, le galactose, le saccharose ; 
par contre, non-utilisation du lactose et du lévulose. I faut 
noter ici que l’assimilation des sucres aboutit 4 une acidi- 
fication nette des milieux de culture sans dégagement de gaz. 
En anaérobiose, croissance chétive, les nitrates alcalins sont 
réduits en nitrites avec un faible dégagement d’azote libre. 
Notre organisme est aérobie strict, mais un séjour de trois 
semaines dans un vide poussé n’inhibe pas sa vitalité. I] ne 
réduit pas le rouge neutre et ne dégage pas d’hydrogéne 
sulfuré a partir des milieux spéciaux. La tryptase est le seul 
ferment protéolytique qu’il sécréte ; absence de gélatinase, 
présure et caséase. 


IDENTIFICATION DU PARASITE. 


Une étude détaillée nous a permis de classer cet organisme 
dans le groupe des Hyphomycétes et de l’identifier a 1’ Hemis- 
pora stellata Vuillemin 1906, dont il posséde les caractéres 
botaniques, biologiques, culturaux et biochimiques. 


REACTIONS SEROLOGIQUES. 


La sporo-agglutination de Widal et Abrami, au moyen du 
séruin du malade est positive vis-a-vis de l’Hemispora stellata 
et du Rhinocladium (Sporotrichum) Beurmanni. 

La réaction de déviation du complément pratiquée avec le 
sérum du malade est strictement spécifique pour l’antigéne 
hémisporique et donne constamment un résultat négatif pour 
les antigénes d’autres organismes parasitaires expérimentés. 
Cette épreuve faite au moyen d’antigénes soigneusement pré- 
parés et titrés est plus sensible que la sporo-agglutination et 
permet le diagnostic différentiel. La cuti-réaction chez le 
malade 4 l’aide d’un autolysat hémisporique est négative et 
prouve l’absence de symptémes allergiques chez notre malade 
dépourvu de dermite profonde. 
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ACTION PATHOGENE EXPERIMENTALE. 


La virulence de l’espéce envisagée est peu prononcée, mais 
linjection sous-cutanée a occasionné chez le cobaye la forma- 
tion d’abcés suppurés d’une gravité assez marquée et l’homo- 
logie stricte des éléments parasitaires rencontrés in situ chez 


Fic. 2. — Microphoto dune préparation sur lame-gélosée montrant un foyer 
unguéal d’Hemispora stellata, soumis 4 l’action de l’acide sulfurique. Spores 
en voies de germination in sifu. Coloration au Pappenheim. Gross. : 319 X. 


Vhomme et chez les animaux a été démontrée. Les rétrocul- 
tures 4 partir des lésions animales ont été réalisées. 

La guérison définitive a été obtenue au moyen d’une nou- 
velle médication par voie intraveineuse a base de glycocol- 
late de cuivre & raison de 10 injections pratiquées & un jour 
d’intervalle. Le produit contient 0 gr. 18 de sel cuivrique, 
soit 0 gr. 05 de cuivre métallique. 

Le malade n’a présenté aucun symptOme d’intoxication ni 
d‘intolérance. 

Annales de VInslitut Pasteur, t. 63, n° 3, 1939. 18 
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Dreuxiime cas. — Observation clinique : La malade, agée de quarante- 
deux ans, exerce le métier de femme de chambre chez des industriels 
vivant dans des conditions d’aisance trés bonnes. L’infection si¢ge sur 
les ongles du petit doigt et du médius de la main droite. Elle n’offre 
aucun antécédent intéressant. 

L’affection unguéale remonte A plus de deux ans ; la malade déclare 
qu’elle observa, au début, l’apparition de petites taches jaunatres sur 
le tiers antérieur de l’ongle du petit doigt ; la lunule et la partie posté- 
rieure de cet ongle sont restées longtemps sans manifestation infec- 
tieuse. Peu & peu, des matiéres cornées se sont développées sous l’ongle. 
Le bord libre a été un peu surélevé et, malgré des soins journaliers, 
l’extrémité libre a pris un aspect jaune sale. Actuellement, l’ongle du 
médius est également alteint ; 14, les lésions sont localisées a la partie 
postérieure, en direction de la racine de l’ongle ; de petites taches 
jaunes sont visibles. Les deux lames unguéales sont fortement épaissies, 
recourbées irréguli¢rement, grumeleuses, rongées superficiellement. Le 
bord libre de l’ongle du petit doigt est épaissi et surélevé par une sorte 
de coussinet spongieux ; le bord s’élimine spontanément par petites 
écailles. 

La malade se rappelle avoir soigné un chien qui, périodiquement, 
perdait ses ongles ; par la suite, l’examen des ongles de l’animal nous 
a permis de constater le méme agent trichophytique observé chez la 
malade. Nul doute qu’il s’agisse ici d’une contamination de la malade 
par le chien. 


EXAMEN HISTOLOGIQUE. 


A Vexamen histologique, au moyen de coupes pratiquées 
dans les prélévements de i’ongie, on put déceler deux sortes 
de foyers. 

En premier lieu, dans le « stratum corneum », on trouva 
des lésions isolées, plus ou moins sphériques en forme de 
petites cavités montrant la dissémination irréguliére de spores 
jeunes; le tissu unguéal périphérique est fortement modifié 
et en disposition irréguliére ; au centre des nodules se trouvent 
des amas de spores, le plus souvent disposées en courtes chai- 
nettes [2-4-6 éléments] (fig. 3). ° 

Dans les mémes couches histologiques nous percevons des 
foyers & aspect totalement différent. La disposition du « stra- 
tum corneum » est peu altérée, mais entre les cellules kérati- 
nisées, nous voyons des foyers mycosiques cylindriques trés 
allongés. Ces lésions renferment des articles plus ou moins 
longs de filaments agminés trés compacts. Par décapage a la 
potasse, on constate la présence de filaments rubanés, réunis 
céte & céte en faisceau rectiligne ; les articles sporulaires sont 
fortement cohérents ; les spores examinées isolément sont sphé 
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riques ou ovalaires. Leur contenu protoplasmique est trés 
condensé et montre par la coloration de May-Grunwald-Giemsa 
la présence de granulations basophiles ; la membrane est trés 
épaissie et renferme des dépéts cellulosiques décelables par be 
rouge Congo (fig. 4). 

Dans de rares foyers superficiels on percoit des rudiments de 
réseaux filamenteux formés par un mycélium fortement cloi- 


Fic. 3. — Microphoto d’une préparation montrant un foyer unguéal de Tricho- 
phylon acuminalum pilosum, isolé en forme de nodule sphérique, renfermant 
des spores isolées. Gross. : 260 X. 


sonné et anastomosé, a articles rectangulaires ou carrés, se 
disloquant facilement par pression sur Ja lamelle ou par 
traitement a la potasse. 


JSOLEMENT DU PARASITE. CULTURES. 


L’isolement de l’agent pathogéne a été réalisé par la culture 
sur milieu de Sabouraud glucosé et par Ja microculture sur 
lame gélosée aprés traitement du matériel unguéal par l’acide 
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sulfurique 4 4 p. 100 (fig. 8). L’organisme pousse particuliére- 
ment bien sur gélose glucosée de Sabouraud, sur milieu elucosé 
ou saccharosé & base d’asparagine ; la concentration en ions H 
du milieu le plus favorable est réalisée pour les pH compris 
entre 6,5 et 6,8; la température optimum est située a Bee 
Ja température supérieure, limite de croissance, est de@mcitou. 

Le sucre le mieux assimilé est le glucose ; cependant, l’assi- 
milation est encore trés favorable pour le galactose, le saccha- 
rose et le lactose ; le maltose et le lévulose constituent des 
aliments médiocres ou trés médiocres ; la glycérine n’est pas 
utilisée. L’assimilation des sucres aboutit & une acidification 
des milieux sans dégagement gazeux. 

L’aliment azoté de choix est la peptone granulée de Chas- 
saing ; toutefois, l’asparagine employée a la dose de 2 grammes 
pour 41.000 fournit des cultures comparables et dont l’aspect 
microscopique est absolument identique a celui du_ parasite 
cultivé sur milieu de Sabouraud type. 

La constante minérale d’un milieu optimum pour la crois- 
sance de l’organisme en étude peut étre exprimée par la 
formule suivante : 


Phosphate: monopotassrque™ 3 = yess ol eee 1 
Chlormre:de “call Crt eee ee tack Ue cee a ua 0,10 
Sulfate de-maonesies say. 3). -) sean om leet une en 0.5 
Sili¢ate' ide potasses =~.) 34s, cee eine ok err eee 0,30 
Hau sdistillée «vee eae wee ee ee Q. S. pour 1.000 


Le sodium inhibe en général le développement du champi- 
gnon ; le silicate est nécessaire pour obtenir une récolte 
maximum. 


EXAMEN MICROSCOPIQUE EN CULTURES. 


Nous avons constaté la présence, dans nos préparations, de 
thyrses (1 4 2 p). De plus, certains appareils prennent la forme 

Acladium »; ils sont massués, terminaux ou latéraux, cloi- 
Cae remplis irréguliérement de protoplasme concentré, 
munis de spores externes en nombre réduit (1y.5 sur 3 a 54). 
On voit des ébauches de forme sporifére caractérisées par la 
présence de squelettes ou d’armatures de grappes, restant 
presque entiérement stériles. On note l’apparition de vrilles 
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dans les premiéres cultures obtenues A partir des prélévements 
unguéaux. De plus, il y a formation de terminaisons mycé- 
liennes fuselées, pauci-loculaires, de structure simple et uni- 
forme. Des chlamydospores terminales en fuseaux pluriseptés 
(5 4 10 » sur 6 a 15 y») sont visibles. Par contre, il y a absence 
de fuseaux nettement différenciés, de grappes fertiles, de 
vrilles et d’appareil reproducteur sexué dans les cultures A 


Fis. 4. — Microphoto d’une lésion profonde dans le tissu unguéal tricho- 
phytique. montrant la disposition typique du parasite a filaments paralléles 
et spores en chapelets. Gross. : 247 X. 


caractéres morphologiques définitivement fixés sur milieu de 
Sabouraud d’épreuve ou sucré; il nous a été impossible 
d’observer et de reproduire des phénoménes de pléomorphisme 
au cours des cultures (fig. 6). 


CARACTERES MACROSCOPIQUES 
DES CULTURES SUR MILIEU DE SABOURAUD. 


Colonies caractérisées par une acumination centrale, cou- 
ronnée de quatre ou cinq petites excroissances barbues, par 
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leurs contours extérieurs polygonaux au début, devenant circu- 
laires lorsque la culture a pris son complet développement, par 
la surface mamelonnée et leurs bords godronnés, par leur 
duvet court et dense comme du velours, blanchatre, couvrant 
les colonies adultes. 

Les rétrocultures & partir de prélévements de lésions réalisées 
chez. le cobaye nous ont toujours fourni lorganisme type, 
prouvant la pathogénéité de notre agent d’onychose. 


eal 


hee 


Fic. 5. — Microphoto d'une préparation sur lame-gélosée montrant un, foyer 
unguéal trichophytique, aprés traitement 4 l’acide sulfurique. Spores. en voie 
de germination in situ. Gross. : 429 X. 


IDENTIFICATION DU PARASITE. 


L’étude détaillée des caractéres botaniques, biologiques, 
culturaux et biochimiques de notre champignon nous a permis 
de lidentifier au Trichophyton acuminatum, variété pilosum, 
Sabouraud, 1909. 


REACTIONS SEROLOGIQUES. 


Nous avons tenu a contrdler notre diagnostic anatomo-patho- 
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logique et cultural par des réactions de séro-diagnostic qui nous 
permettent de formuler les conclusions suivantes 

1° D’une maniére générale, absence d’anticorps décelables 
par la méthode de déviation du complément au moyen de la 
technique au sérum chauffé et par la méthode de séro-diag- 
nostic de Widal et Abrami au moyen du procédé de l’aggluti- 
nation. 

2° Dans certains cas et & certaimes périodes, présence d’anti- 


Fic. 6. — Microphoto d’une culture du Trichophyton, montrant l'aspect morpho- 
logique du champignon 4 propriétés culturales définitivement fixées. Gross. : 
429 X. 


corps trichophytiques décelables par la méthode de déviation 
du complément au moyen de la technique au sérum non 
chauffé. 

3° Apres vaccination et traitement a l’aide de trichophytine, 
d'une maniére générale, apparition d’anticorps spécifiques dans 
le sérum de la malade. 

4° La cuti-réaction chez la malade, a l'aide d’autolysats 
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trichophytiques est négative et prouve l’absence de symptomes 
allergiques chez cette femme ne présentant pas de dermite 
profonde. 


THERAPEUTIQUE. 


Les interventions chirurgicales (avulsions), le traitement aux 
rayons X, les applications locales de produits & base diode 
et de chrysarobine, les médicaments iodés par voie interne, les 
arsenicaux tels que le tréparsol ou le novarsénobenzol ne 
donnérent aucun résultat. 

Par contre, la guérison définitive de l’onychomycose a été 
obtenue au moyen de la médication au glycocollate de cuivre, 
a raison de 12 injections pratiquées 4 un jour d’intervalle 
chacune avec un produit contenant 5 centigr. 18 de sel 
cuivrique ou 0 gr. 05 de cuivre métallique. Le traitement a été 
précédé d’une application de rayons X occasionnant |’élimi- 
nation compléte des deux ongles malades. 

La malade n’a présenté aucun symptéme d’intoxication, 
ni d’intolérance vis-a-vis de ce traitement. 


VIRULENCE 
DES TROIS TYPES DE BACILLES TUBERCULEUX 
POUR LA SOURIS BLANCHE ’ 


par 


N. STAMATIN, et M~e L. STAMATIN, 


Chef des travaux & l'Institut Pasteur Assistante 
de la Faculté de Médecine Vétérinaire 4 la Chaire des maladies contagieuses 
de Bucarest. de la Faculté de Médecine Vétérinaire 
de Bucarest. 


Unstitut Pasteur. 
Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


C’est Robert Koch qui, en 1884, constata le premier que 
la souris est trés résistante a l’infection tuberculeuse : l’inocu- 
lation sous-cutanée ne provoque qu’exceptionnellement |’infec- 
tion, méme quand on utilise de fortes doses ; par contre, 
Vinoculation intrapéritonéale détermine une tuberculose évo- 
lutive, mortelle. Cette résistance de Ja souris blanche a 
linfection bacillaire a été confirmée par A. S. Griffith, 
A. Boquet et L. Négre. I. Straus réussit a infecter plus régu- 
liérement Ja souris par la voie sous-cutanée, mais il n’obtint 
pas de lésions nodulaires dans les poumons. 

Il semble que les souris puissent étre infectées par ingestion 
(L. Cobbett, Weber et Bofinger, A. Boquet et L. Négre), ainsi 
que par inhalation (H. Schwabacher et G. S. Wilson) Mais 
c’est la voie intrapéritonéale et surtout la voie intraveineuse 
qui offrent les plus grandes garanties. La voie cérébro-spinale 
permet aussi, d’aprés A. W. Sellards et H. Finkstone, l’infec- 
tion bacillaire de la souris blanche. R. Béquignon a également 
obtenu une tuberculose pulmonaire évolutive, chez le méme 
animal, par inoculation intracérébrale. 

Les souches atténuées comme le BCG (Strempel) ne pro- 
voquent pas la formation de lésions par ces mémes voies. Les 
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souches de laboratoire qui conservent une certaine virulence 
pour le cobaye et le lapin se montrent parfois trés peu patho- 
genes pour la souris (Bruno Lange, J. Valtis). Les souches 
récemment isolées sont plus actives. 

La dose de bacilles inoculée doit étre assez forte. Romer, 
en inoculant par voile intrapéritonéale la dose de 40 milli- 
erammes de bacilles bovins, obtient Ia mort de la souris en 
six & neuf jours ; la dose de 2 milligr. 5 par la méme voie 
tue en quatre semaines. H. Schwabacher et G. S. Wilson 
affirment que seulement les doses de 100, 10 ow £ million de 
bacilles humans ou bovins peuvent tuer Ja souris en un délai 
variant de un a quatre mois ; les doses de 100.000, 10.000 ou 
1 000 bacilles n’ameénent la Tore qu’aprés quatre mois. 

Les travaux de Trommsdorff, Peter, Weber, W. Binder, 
qui admettaient que les souehes bovines sont beaucoup plus 
virulentes que les souches humaines pour la souris n'ont 
pas été confirmés. Si B. Lange, C. Browning et R.. Gubrausen 
ont constaté une certaine différence, celle-ci n’est pas aSSez 
prononcée pour permettre de distinguer les deux types. 

Le bacille aviaire, d’aprés Cobbett, serait Te plus virulent. 
C’est le seul type qui ait été rencontré comme agent 
de la tuberculose spontanée chez la souris grise (de Jong, 
M. Koch et L. Rabimowitsch, A. Hemmert-Halswick). A. Saenz 
et L. Costil ont constaté que les variantes R du bacille aviaire 
ne sont plus virulentes pour la souris tandis que les variantes 
S correspondantes sont encore pathogénes. 

Tous les auteurs qui ont étudié Vinfeetion bacillaire chez 
les souris ont signalé que les organes de ces animaux porteurs 
de lésions tuberculeuses contiennent un trés grand nombre de 
bacilles. 

La souris est frés peu sensible 4 Vaction toxique du bacille 
de Koch ; elle ne réagit pas & la tuberculine (Romer, A. Boquet 
et L. Négre, Bruno Lange). 

fl] semble que Ia souris grise soit plus réceptive & la tuber- 
culose que Ia souris blanche (R. Koch et I. Straus). Parmi les 
autres rongeurs, le rat offre le méme degré de réceptivité 
que la souris (I. Straus, A. S. Griffith, A. Boquet ef L. Négre). 
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* 
* OK 


En reprenant l’étude de V’infection tuberculeuse expérimen- 
tale chez la souris blanche, nous avons poursuivi un double 
but : vérifier si la souris se préte au titrage de la virulence des 
souches appartenant au méme type bacillaire et & la déter- 
mination du type auquel une souche appartient. 

A cet effet, nous avons utilisé des souches récemment iso- 
lées. Parallélement on a inoculé, en vue de déterminer la 
virulence et le type de chaque souche, des lapins pour les 
souches présumées bovines, des cobayes pour les souches pré- 
sumées humaines et des lapins et des poules pour les souches 
présumées aviaires. L’inoculation a la souris a été effectuée 
par voie veineuse, et, dans certains cas, par voie péritonéale, 
sous le volume constant de 0 cent. cube 2 de suspension viru- 
lente. Des doses de 1 milligramme de bacilles en suspension 
dans ce volume d’eau physiologique peuvent provoquer chez 
la souris, lors de l’inoculation intraveineuse, la mort immé- 
diate, tandis que les doses inférieures sont parfaitement 
suppontéess no i 2c+- 

On a donné la préférence aux cultures jeunes sur milieu a 
Teeuf. 

LE TYPE HUMAIN. 


Nous avons employé, au cours de nos recherches, 10 souches 
humaines ainsi que 9 variantes qui ont été obtenues, par le 
procédé que nous avons déja décrit (1), d’une partie de ces 10 
souches. En méme temps, pour une grande partie de ces 
souches, nous avons inoculé des cobayes. Les souches utilisées 
présentaient. des degrés de virulence trés variables pour ces 
animaux, ce qui, d’ailleurs, correspondait 4 |’objet méme de 
nos recherches sur la sourts. 


La souche 175 P (2) fut isolée le 20 décembre 1937 ; inoculée au cobaye 


(1) G. R. Soc. Biol., 130, 1939, p. 1573. 

(2) La plus grande partie des souches humaines que nous avons 
employées dans ces expériences ont été aimablement mises a notre 
disposition par M. R. Laporte ; nous lui en exprimons nos plus vifs 


remerciements. 
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par voie sous-cutanée & la dose de 10-4 et 10—* milligramme, elle 
provoque une tuberculose massive en quatre-vingts jours. 

La souche 175 F dérive de la précédente. Le 9 novembre 1938, on 4 
inoculé 2 cobayes & la dose de 10—* milligramme et 2 a la dose de 
10—®, par voie sous-cutanée. Les animaux, sacrifiés au bout de quatre- 
vingts jours, présentaient des lésions tuberculeuses massives. 

La souche H1 P, isolée le 18 mars 1938, fut inoculée a 2 cobayes 4 
la dose de 10—5 milligramme et 2 autres 4 la dose de 10—® milligramme 
par voie dermique. Les animaux, sacrifiés au bout de quatre-vingt-dix 
jours, présentaient des lésions localisées aux poumons et 4a la rate ; 
les ganglions correspondants étaient hypertrophiés et caséeux. 

La souche H1 F, dérivée de la précédente le 4 juin 1938, fut inoculée 
au méme nombre d’animaux, 4 la méme dose et par la méme voie 
que la souche H1 P. Les lésions, au bout de quatre-vingt-dix jours, 
consistaient dans la caséification des ganglions efférents et dans la pré- 
sence de nodules isolés dans la rate et les poumons. 

La souche H5 P, isolée le 23 mai 1938, fut inoculée au cobaye 4 la 
dose de 10--* milligramme (2 cobayes) et & la dose de 10—® milli- 
gramme (2 cobayes) par voie dermique. Un cobaye inoculé a la dose 
de 10—° milligramme est mort aprés cinquante-deux jours ; il présen- 
tait des ganglions afférents caséeux et quelques nodules dans la rate 
et les poumons. L’autre fut sacrifié au bout de quatre-vingts jours ; il 
avait des lésions de tuberculose trés avancées. Un des cobayes inoculés 
a la dose de 10—® est mort au bout de cinquante-six jours, sans lésions ; 
Vautre fut sacrifié au bout de quatre-vingt-trois jours ; il était porteur 
de ganglions caséeux, de nombreux nodules de la rate et de quelques 
tubercules dans les poumons. 

La souche H 5 F, dérivée de la précédente le 17 aotit 1938, fut inoculée 
a 3 cobayes 4 Ja dose de 10—° milligramme et a 3 autres cobayes a la 
dose de 10—® par voie derinique. Un des trois premiers cobayes est mort 
aprés cinquante-deux jours avec les ganglions efférents caséifiés, des 
nodules nombreux dans la rate, moins nombreux dans les poumons ; 
les deux autres furent sacrifiés au bout de quatre-vingts jours ; ils 
présentaient des lésions tuberculeuses trés avancées. Les cobayes inoculés 
a la dose de 10—* milligramme furent sacrifiés au bout de quatre-vingt- 
deux jours ; ils avaient des lésions ganglionnaires et d’assez nombreux 
rodules dans la rate et les poumons. 

La souche 180 P, isolée le 10 janvier 1938, fut inoculée & 2 cobayes 
a la dose de 10—? milligramme et a 2 cobayes a la dose de 10—® milli- 
gramme par voie dermique ; tous furent sacrifiés au bout de quatre- 
vingts jours. Un des cobayes inoculés 4 la dose de 10—? milligramme 
avait une tuberculose généralisée ; l’autre, seulement des lésions gan- 
glionnaires. Les cobayes inoculés 4 la dose de 10—* milligramme pré- 
sentaient des ganglions correspondants caséifiés et des nodules épars 
dans la rate et les poumons. 

La souche 180 F, dérivée de la précédente le 10 juin 1938, fut inoculée 
&t la dose de 10—* milligramme et 10—® milligramme par voie der- 
mique, 4 raison de 2 cobayes par dose ; sacrifiés au bout de quatre- 
vingts jours, ils furent trouvés indemnes de toute lésion tuberculeuse. 

La souche 195 P, isolée le 10 novembre 1938, fut inuculée A la dose 
de 10—? milligramme et de 10—* milligramme par voie dermique. Un 
des 2 cobayes inoculés & la dose de 10-2 milligramme est mort 
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epres vingt-neuf jours ; il avait, pour toutes lésions, un abces local 
et les ganglions correspondants hypertrophiés ; la rate et les poumens 
étaient sains. L’autre cobaye fut sacrifié au bout de quatre-vingts jours : 
ui était atteint de lésions tuberculeuses massives ; les 3 cobayes inoculés 
a la dose de 10—-* milligramme furent sacrifiés au bout de quatre- 
vingts jours ; tous présentaient des ganglions caséeux et des nodules 
épars dans la rate et les poumons. 

Les souches 195 F,, F, et F,, dérivées de la précédente le 23 mai 1938 
furent inoculées 4 des cobayes & la dose de 10—* milligramme par 
voie dermique ; les cobayes inoculés avec la souche 195 FL ont ¢te 
sacrifiés quatre-vingts jours plus tard ; ils n’avaient aucune lésion tuber- 
culeuse. Les cobayes inoculés avec les variantes 195 F, et 195 F, ont été 
sacrifiés le soixante-dixiéme jour. Leurs ganglions étaient hypertrophiés, 
mais la rate, le foie et les poumons ne contenaient aucune lésion. 

La souche 220 P, isolée le 31 mars 1938, fut inoculée par voie dermique 
& la dose de 10—° milligramme & 2 cobayes et 4 la dose de 10—* mil- 
ligramme a 2 autres cobayes. Les premiers, sacrifiés au bout de 
guatre-vingt-dix jours, étaient atteints de tuberculose généralisée ; les 
derniers sont morts quarante-trois jours aprés d’une maladie intercur- 
rente ; on a trouvé chez ces animaux une hypertrophie ganglionnaire 
et quelques nodules dans la rate. 

La souche 220 F, dérivée de la précédente le 8 aotit 1938, fut inoculée 
a la dose de 10—* milligramme a 2 cobayes et a la dose de 10—-® a 
Z autres cobayes par voie dermique. Les premiers, sacrifiés au bout 
de quatre-vingt-dix jours, ont présenté une tuberculose généralisée. Un 
ces derniers est mort apres soixante-cing jours ; a ]’aulopsie on trouva 
les ganglions efférents caséifiés et de rares nodules dans les poumons. 


INOCULATIONS PAR VOIE VEINEUSE CHEZ LA SouURIS. — 19 cultures 
humaines ont été inoculées & des souris & doses variables. Le 
tableau I donne en partie les résultats de ces inoculations. 
A la dose de 1 milligramme, on a inoculé 2 souches a 6 souris. 
Ces animaux sont morts trés vite — treize a vingt-six jours, 
en moyenne vingt jours — avec des lésions massives. Dans les 
organes, le nombre des ‘bacilles était toujours trés élevé. 

A la dose de 0 milligr. 1, on a inoculé d’une part 14 souches 
qui étaient virulentes pour le cobaye, d’autre part 4 souches 
dépourvues de virulence pour le méme animal. Les 414 pre- 
miéres souches ont tué toutes les souris inoculées. La durée 
de la maladie varia dans des limites assez larges, entre onze 
et quatre-vingt-dix-sept jours. Les lésions étaient toujours trés 
étendues et le nombre de bacilles dans les organes — poumons, 
rate, foie — en régle générale, assez grand. 

Quant aux 4 souches qui s’étaient montrées avirulentes pour 
le cobaye, elles le furent aussi pour la souris. 
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Tasteau 1. — Virulence des souches humaines 
pour la souris blanche (voie intraveineuse). 
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lésions de tuberculose massives; trés nombreux bacilles dans les organes; X, souris 
sacrifi¢es ; P, pneamonie. 


En diminuant la dose, la durée de la maladie se prolonge ; 
c’est ainsi que 13 souris inoculées A la dose de 0 milligr. O41 
sont mortes entre le vingtiéme et le cent vingtiéme jour. Les 
lésions étaient moins étendues, mais toutes les souris finissaient 
par mourir de leur infection. Il en va différemment quand on 
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diminue encore la dose. Une partie des souris seulement ino- 
culées a la dose de 0 milligr. 0014 finirent par mourir, les autres 
ont da étre sacrifiées. Les lésions constatées chez les unes et 
chez les autres étaient peu développées ; elles pouvaient rare- 
ment ¢tre considérées comme responsables de la mort. 

Avec la dose de 10—-° milligrammes, les lésions provoquées 
chez la souris ont été minimes et elles n’ont jamais entrainé 
la mort de l’animal. 


INOCULATIONS PAR VOIE PERITONEALE CHEZ LA souRIsS. — II est 
bien connu que la voie péritonéale permet |’infection tubercu- 
leuse de la souris. Nous avons cherché a& préciser la différence 
qui peut exister entre la durée de la maladie et |’intensité des 
lésions en employant comparativement la voie veineuse et la 
voie péritonéale. Nous avons choisi a cet effet la souche 175 F,, 
qui tue vite et réguliérement la souris par voie veineuse. On 
a inoculé a la dose de 0 milligr. 1, d’une part, 4 souris par 
cette voie, d’autre part 14 souris par voie intrapéritonéale. 
Les résultats montrent que cette derniére voie est moins favo- 
rable & Vinfection, car les souris ainsi infectées moururent 


plus tard et plus irréguligrement que les souris inoculées par 
vole veineuse. 


Essal DE TITRAGE DE LA VIRULENCE DES SOUCHES HUMAINES 
CHEZ LA SOURIS. 


D’une maniére générale, on peut affirmer qu'une souche 
virulente pour le cobaye lest aussi pour la souris et qu’une 
souche dépourvue de virulence pour le cobaye l’est aussi pour 
la souris. Mais si l’on essaie de déterminer avec plus de préci- 
sion le degré de virulence d’une souche, on constate qu'elle se 
comporte dilfféremment chez les animaux de ces deux espéces. 
Si l’on considére, par exemple, les souches 175 P, H1 P et leurs 
variantes 175 F et H1 F, on note que, pour le cobaye, il n’y 
a pas de différences de virulence entre les souches originales 
(175 P ou H1 P) et leur variantes 175 F et Hi F ; mais Vino- 
culation de ces souches a la souris montre que les variantes 
sont beaucoup plus virulentes que les souches dont elles 
dérivent. Ces différences ne sont pas, 4 notre avis, acciden- 
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telles ; elles correspondent aux propriétés pathogénes de 
chaque souche ; les variantes 175 F et H1 F possedent des 
facteurs qui les rendent plus virulentes pour la souris que les 
souches d’origine. Chez le cobaye, on ne peut pas les mettre 
en évidence, cet animal étant trop sensible, mais chez la sou- 
ris, qui est beaucoup plus résistante, ces facteurs de virulence 
peuvent se manifester. La virulence d’un germe est due A un 
complexe de facteurs : la facon diftérente de réagir du cobaye 
et de la souris vis-a-vis de la méme souche résulte de la mise 
en jeu de ces facteurs. 


LE TYPE BOVIN. 


On a examiné, en ce qui concerne la virulence pour la 
souris, 140 souches bovines et 2 variantes issues de 2 souches 
différentes. Toutes les souches, sauf B 14 et B28, ont été iso- 
lées par nous-mémes de ganglions de bceufs tuberculeux. 

Parallélement aux inoculations aux souris, on a inoculé aussi 
des lapins par voie veineuse. 


La souche B 2, isolée le 10 mars 1937, fut inoculée 4 2 lapins a la dose 
de 0 milligr. 01 le 7 aodt 1938 ; ces 2 animaux sont morts quarante 
jours apres avec des lésions de tuberculose généralisées. 

La souche Bi, isolée des ganglions du porc tuberculeux, le 
19 novembre 1937, fut inoculée le 12 juillet 1988 4 2 lapins a la dose 
de 0 milligr. 01; les lapins moururent respectivement vingt-trois et 
trente-neuf jours apres avec des lésions de tuberculose généralisées. 

La souche B 25, isolée le 15 janvier 1938, fut inoculée le 4 juillet 1938 
& 2 lapins a la dose de 0 milligr. 01; 1 lapin est mort d’une maladie 
intercurrente ; l’autre succomba a la tuberculose vingt-deux jours plus 
tard. 

La souche B 27, isolée le 15 janvier 1938, fut inoculée le 24 novembre 
1939 a 2 lapins 4 la dose de 0 milligr. 01 ; ils moururent respective- 
ment dix-neuf et vingt-quatre jours aprés, avec des lésions massives 
de tuberculose. 

La souche B28P, isolée des ganglions d’un pore tuberculeux, le 
15 janvier 1938, fut inoculée le 3 novembre 1938 a la dose de 0 milligr. 01 
a 1 lapin et A la dose de 0 milligr. 000.01 4 1 autre lapin ; le premier 
est mort vingt-sept jours aprés avec des lésions massives de tuber- 
culose ; le deuxiéme est mort quarante et un jours aprés ; il présen- 
iait, A cété de nombreux tubercules dans les poumons, rate et rein, 
des lésions de pasteurellose. 

La souche B28F, dérivée de la précédente le 11 juillet 1938, fut 
inoculée & 2 lapins dans les mémes conditions que la souche B 28 P. 
Le lapin inoculé avec la dose de 0 milligr. 01 mourut quarante-quatre 
jours aprés avec des lésions de tuberculose limitées aux poumons ; 
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Yautre lapin, qui avait recu la dose de 0 milligr. 000.01, succomba 
cinquante-six jours aprés de pasteurellose sans lésions tuberculeuses. 
La souche B30 P, isolée le 21 janvier 1938, fut inoculée a la dose 
de 0 milligr. 01 & 1 lapin et a la dose de 0 milligr. 000.001 4 1 autre. 
Ces 2 animaux succombérent respectivement cinquante-cing et quatre- 
vingt-sept jours aprés avec des lésions de tuberculose généralisées. 

La souche B 30 F, dérivée de la précédente le 5 mai 1938, fut inoculée 
4 2 lapins, 1 A la dose de 0 milligr. 5, l’autre 4 la dose de 0 milligr. O1 ; 
le premier fut sacrifié quarante-six jours plus tard ; il ne présentait 
pas de lésions tuberculeuses ; le deuxiéme est mort de pasteurellose 
quatre-vingt-neuf jours plus tard sans présenter, lui non plus, de 
tuberculose. 

La souche B 31, isolée le 21 janvier 1938, fut inoculée 4 2 lapins a la 
dose de 0 milligr. 01 le 24 novembre 1939. Un lapin est mort seize jours 
aprés avec des lésions de tuberculose et de pastcurellose ; lautre 
succomba avec des lésions trés avancées de tuberculose, trente-deux 
jours plus tard. 

La souche B 82, isolée le 28 janvier 1938, fut inoculée le 28 novembre 
1939 & la dose de O milligr. 01 4 2 Japins qui moururent respectivement 
vingt et vingt-six jours apres avec des lésions de tuberculose géné- 
ralisées. 

La souche B 38, isolée le 28 janvier 1939, fut inoculée le 18 novembre 
1939 A la dose de 0 milligr. O01 4 2 lapins ; ils moururent respective- 
ment vingt-deux et trente-deux jours aprés avec des lésions de tuber- 


culose généralisées. 
La souche B 34, isolée le 28 janvier 1939, fut inoculée le 24 novembre 


1939 & 2 lapins 4 la dose de 0 milligr. 01 ; 1 lapin mourut trente-six 
jours aprés d’une maladie intercurrente sans lésions tuberculeuses ; 
l'autre fut sacrifié soixante-dix jours apréss : il présentait des nodules 
épars dans le tissu pulmonaire sain, un nodule dans le rein. La rate 


était normale. 


INOCULATION PAR VOIE VEINEUSE. — Les doses inoculées par 
vole veineuse ont varié de 1 milligramme & 0 milligr. 00001. 
A la dose de 1 milligramme, on a inoculé 8 souches a 6 sou- 
ris. Celles-ci sont mortes assez rapidement, en neuf Aa 
trente-cing jours, avec des lésions de tuberculose massive, 
intéressant surtout les poumons. Les lésions pulmonaires 
étaient trés riches en bacilles, celles du foie et de la rate en 
contenaient moins. Avec la dose de 0 milligr. 4, les résultats, 
fors de inoculation des souches virulentes pour le lapin, ont 
été assez réguliers (voir le tableau ID. On a inoculé 5 souches 
a 17 souris, qui moururent entre le vingtiéme et le soixante- 
dixiéme jour, avec des lésions qui justifiaient la mort ; le 
nombre des bacilles était toujours trés élevé. 

Quant aux souches qui s’étaient montrées avirulentes ou 
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peu virulentes pour le lapin, elles le furent aussi pour la 
souris. 

A la dose de 0 milligr. 01, on a inoculé 6 souches 4 19 sou- 
ris ; ces souris sont mortes aprés un délai variant de treize & 
cent seize jours. 

A la dose de 0 milligr. 00001, on a inoculé 8 scuches A 9 sou- 
ris ; 2 souris sont mortes au bout de vingt et un jours sans 
présenter de lésions ; 3 souris ont été sacrifiées respectivement 
aprés quatre-vingt-dix, quatre-vingt-dix et cent vingt-trois 
jours ; les autres sont mortes avec des lésions tuberculeuses 
assez étendues ; le nombre des bacilles dans les organes était 
assez grand. 

A la dose de 0 milligr. 0001, on a inoculé 3 souches a 9 sou- 
ris ; la majorité des souris ont été sacrifiées au bout de 
cent vingt-trois jours Les lésions étaient assez restreintes ; de 
méme le nombre des bacilles dans les organes. Chez les souris 
inoculées avec cette dose, les lésions étaient pius accentuées 
que celles des souris qui avaient recu la méme dose, mais de 
souches humaines. 
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INOCULATIONS PAR VOIE INTRAPERITONEALE. 


Comme dans les expériences précédentes et afin de com- 
parer la durée de la maladie et les lésions produites par 
Vinoculation intraveineuse ou intrapéritonéale, on a inoculé 
2 souches, a la dose de 0 milligr. 4 aussi, par cette derniére 
vole. 

Les résultats montrent que, pour ce type également, 
Yinfection provoquée par linoculation péritonéale évolue 
beaucoup plus lentement que l’infection provoquée par l’ino- 
culation intraveineuse. 


PossIBILITE DE TITRAGE DE LA VIRULENCE DES SOUCHES BOVINES 
CHEZ LA SOURIS. 


En examinant les tableaux concernant la virulence des 
souches bovines pour le lapin et pour la souris, on observe 
qu il n’y a pas de discordance dans la facon de réagir de ces 
deux espéces animales. La souris permet de distinguer non 
seulement une souche virulente d’une souche qui ne l’est pas, 
mais encore, au contraire de ce qu’on observe pour les 
souches humaines, on peut méme distinguer une souche trés 
virulente d’une autre qui l’est moins. Les résultats sont 
encore plus nets lorsqu’on inocule des doses différentes de la 
méme souche. Nos recherches montrent méme que la souris 
se préte assez bien au titrage de la virulence des souches 
bovines, si 1’on adopte la voie veineuse et si l’on inocule au 


moins deux doses — 0 milligr. 01 et O milligr 001 — a 
raison de 4 souris par dose. 


LE TYPE AVIAIRE. 


Pour ce qui concerne le bacille de type aviaire, le nombre 
des souches employées ainsi que le nombre des souris furent 
de beaucoup plus faibles ; mais, les résultats ne sont pas 
moins évidents ; ils nous autorisent 4 affirmer que le bacille 
de type aviaire, contrairement aux constatations faites par 
divers auteurs, est moins pathogéne pour la souris, par voie 
intraveineuse, que les bacilles des mammifeéres. 
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Nous avons employé 4 souches isolées par nous de poules 
tuberculeuses. Ces souches étaient pathogénes, par voie vel- 
neuse, pour la poule et le lapin. 


La souche Av. 2, isolée le 20 janvier 1938, fut inoculée le 25 novembre 
1938 a 1 lapin:& la dose de 1 milligr., 4 une poule a la dose de 
0 milligr. 01 et A une autre poule a Ja dose de 0 milligr. 0001 ; le lapin 
el la premiére poule sont morts de tuberculose du type Yersin apres 
treize et quarante-huit jours respectivement ; la poule, inoculée a la 
dose de 0 milligr. 0001, a succombé soixante-quatre jours aprés avec 
des nodules tuberculeux dans la rate et le foie. 

La souche Av. 3, isolée le 20 janvier 1938, fut inoculée le 17 novembre 
1938 aux mémes doses que la souche Av. 2 4 1 lapin et a 2 poules. 
Le lapin est mort le dix-huitiéme jour et la poule, inoculée a la dose 
de 0 milligr. 01, le trente et uniéme jour. Les deux animaux présen- 
taient une tuberculose du type Yersin. La poule inoculée a la dose 
de 0 milligr. 0001 a succombé le quarante-huitiéme jour avec des lesions 
nodulaires dans ie foie et la rate. 

La souche Av. 4, isolée le 27 janvier 1938, fut inoculée le 25 novembre 
1938 & 1 lapin et A 2 poules; le lapin et la poule qui avaient recu 
respectivement 1 milligramme et 0 milligr. 01, sont morts quinze et 
vingt-sept jours aprés avec des lésions du type Yersin, La poule inoculée 
a la dose de 0 milligr. 0001 a succomhbé le quatre-vingt-quinzieme jour ; 
elle présentait de tras nombreux nodules dans le foie et la rate. 

La souche Av. 5, isolée le 27 janvier 1938, fut inoculée dans les mémes 
conditions que les souches précédentes. Le lapin, qui avait recu 1 milli- 
gramine, est mort en dix-huit jours de tuberculose du type Yersin ; 
la poule, qui avait regu 0 milligr. 01, a succombé le quarantiéme jour ; 
quant a la poule qui avait été inoculée a la dose de 0 milligr. 0001, 
elle est morte soixante-trois jours aprés avec des lésions de tuberculose 
chronique tres avancées. 


INOCULATIONS PAR VOIE INTRAVEINEUSE. — Chez la souris, la 
virulence de ces souches est trés irréguliére. A la dose de 
1 milligramme, on a inoculé seulement la souche n° 2 A 
4 souris, dont 2 par voie veineuse et 2 par voie intrapérito- 
néale. Bien que la dose ait été forte, une seule souris est morte 
au bout de soixante-dix jours, les 3 autres furent sacrifiées 
au bout de cent vingt jours. Leurs lésions étaient assez peu 
marquées. Mais elles contenaient des bacilles en trés grand 
nombre. A la dose de 0 milligr. 1, nous avons inoculé les 
4 souches & 17 souris qui, pour la plupart, ont succombé & 
des intervalles trés irréguliers. Les lésions étaient plus ou 
moins étendues, le nombre de bacilles toujours trés grand, 
quelquefois énorme. Chez les souris sacrifiées, et qui ne pré- 
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TabteAu Ill. — Virulence des souches aviaires pour la souris 
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Méme légende que pour le tableau 1. 
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sentaient d’ailleurs aucun signe de maladie, le foie, la rate et 
les poumons contenaient parfois des masses considérables de 
bacilles. ’ 

A Ja dose de 0 milligr. 01, les 4 souches furent inoculées 
a 45 souris par voie veineuse et 4 2 souris par voie péritonéale. 
43 ont succombé entre le onziéme et le cent vingt-sixiéme 
jour ; 4 ont été sacrifiées respectivement aprés cent dix-huit, 
cent trente-deux, cent trente-six, cent trente-six jours. Les 
lésions macroscopiques étaient plus ou moins prononcées, mais 
le nombre des bacilles fut toujours assez élevé. La dose de 
0 milligr. 001 a donné presque les mémes résultats. 

La quantité de germes inoculés ne semble pas jouer un grand 
réle dans ]’évolution de la tuberculose du type aviaire chez la 
souris. C’est ainsi qu’on ne constate pas de différences impor- 
tantes quant 4 la durée de la maladie et a l’intensité des 
lésions entre les souris inoculées a la dose de 0 milligr. 1 ou 
de 0 milligr. 001. Mais, au-dessous de cette dermiére dose, le 
bacille aviaire ne provoque plus de lésions. La dose de 
0 milligr. 00001 est presque complétement inactive. Sur 
9 souris qui avaient recu cette dose, les organes ne contenaient 
des bacilles que chez une seule. 


Par VOIE PERITONEALE, On a inoculé les souches aviaires n® 4 
et 5 a 14 souris a la dose de 0 milligr. 1. Les résultats obtenus 
ont été identiques aux précédents. 


LESIONS PROVOQUEES CHEZ LA SOURIS 
PAR LES TROIS TYPES DE BACILLE TUBERCULEUX. 


Les bacilles des mammiferes déterminent chez la souris des 
lésions qui sont tout a fait comparables entre elles ; pour 
cette raison, nous les envisageons ensemble. I] semble que les 
bacilles de ces deux types, lors de inoculation par voie vei- 
neuse ou péritonéale, soient, pour la plupart, fixés par les 
poumons ou ils trouvent des conditions favorables a leur multi- 
plication. Les lésions qui prennent naissance A la suite de cette 
localisation sont trés graves, trés étendues lorsque la souche 
est suffisamment virulente et la dose assez forte, 0,4 a 
0 milligr. 01. pour Jes souches humaines, 0,01 & Omilligr. 004 
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pour les souches bovines. Dans ces conditions, les bacilles pro- 
voquent quelquefois trés vite, en seize & vingt jours, la forma- 
tion dans le tissu pulmonaire de foyers nodulaires nécrotiques 


Fic. 14. — Poumeons de souris inoculée avec la souche H175F 
a la dose de 0,1 mg; morte 21 jours aprés. 


plus ou moins volumineux, isolés ou confluents, formant alors 
une masse caséeuse qui englobe les bronches et les alvéoles. 


Fic. 2. — Poumons de souris inoculées avec des souches bovines 


ai la dose de 0,1 mg. 


A cété de ces gros nodules caséeux, on peut rencontrer de 
petits tubercules de nature épithéhioide. 

Les souches humaines, plus que les souches bovines, pro- 
voquent assez souvent une pneumonie sans formations nodu- 
laires ; les bacilles sont trés nombreux dans le tissu altéré. 
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Les doses trés faibles — 10—* milligramme — de bacilles 
virulents, ainsi que les souches peu virulentes, méme @ forte 
dose, produisent, A la longue, de trés fins tubercules gris, 
translucides, de nature histiocytaire, dispersés dans la masse 
pulmonaire saine et contenant trés peu de bacilles ; parfois 
méme ils n’en contiennent pas. Les animaux inoculés dans ces 
conditions ayant été sacrifiés au bout de quatre a cing mois, on 
ne peut savoir comment aurait pu se poursuivre lV évolution 
de ces lésions. 

Le foie est, en régle générale, hypertrophié ; exceptionnelle- 
ment, il peut présenter des foyers nécrotiques visibles a I’ceil 


yy)» 


Fic. 3. — De gauche a droite : rate de souris inoculée avec Av. 5; rate de 
souris inoculée avec I1220; rate de souris inoculée avec B28P; rate de souris 
normale. 


nu. La lésion histologique est constituée par une infiltration 
leucocytaire diffuse, surtout périvasculaire, parfois par la pré- 
sence de petits nodules, rarement nécrosés, contenant des 
bacilles. 

La rate peut avoir plusieurs fois le volume normal. On 
y observe des plages épithélioides plus ou moins étendues, de 
la stase veineuse, de la congestion, quelquefois de la dégéné- 
rescence amyloide et des mégacaryocites (avec de faibles doses). 

Les reins et le myocarde ne présentent pas de Iésions macros- 
copiques ; au microscope, on trouve des nodules easéeux (rein) 
ou réticulaires (myocarde). 

Chez les souris inoculées par voie péritonéale, il existe assez 
souvent des abcés situés autour du foie, de la rate ou en 
d'autres points de la cavité ; le pus de ces abees contient de 
nombreux bacilles acido-résistants. Nous donnons ci-aprés le 
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protocole concernant les lésions anatomo-pathologiques de 
quelques souris (8). 


Souris inoculée 4 la dose de 0 milligr. 1 avec la souche 175 F ; morte 
en vingt jours. Macroscopiquement : nombreux nodules nécrotiques 
dans les poumons ; gros foie et rate. Histologiquement, dans les 
poumons ; cedeme alvéolaire, amas leucocytaire, nodules caséeux avec 
trés nombreux bacilles ; dans le foie : congestion, infiltration leucocy- 
taire diffuse surtout périvasculaire et nodules histiocytaires 4 centre 
parfois nécrosé, bacilles nombreux ; dans la rate : stase, prolifération 
réticulaire, mégacaryocytes, plasmocytes, bacilles nombreux ; dans les 
reins : nodules caséeux a bacilles nombreux ; dans le myocarde : nodules 
réticulaires & bacilles peu nombreux. 

Souris inoculée a la dose de 0 milligr. 1 avec la souche 180 P ; morte 
au bout de trente jours. Macroscopiquement : pneumonie, gros foie 
et grosse rate. Microscopiquement : poumons ; infiltration histioleuco- 
cytaire diffuse sans nodules ; nombreux polynucléaires, alvéolite macro- 
phagique, bacilles nombreux, disséminés ; foie ; infiltration diffuse et 
nombreux petits nodules histio-leucocytaires, bacilles peu nombreux ; 
la rate est hémorragique ; prolifération réticulaire diffuse, nombreux 
polynucléaires et mégacaryocytes, bacilles peu nombreux, intracellu- 
laires. 

Souris inoculée avec la souche 180 F (peu virulente) a la dose de 
O milligr. 1; sacrifiée au bout de quatre-vingt-dix jours. Macroscopi- 
quement : trés petits nodules gris, translucides, dans les poumons ; 
rate et foie normaux. Microscopiquement : dans le poumon ; nombreux 
petits nodules histiocytaires au sein du tissu sain, congestion, trés rares 
bacilles ; foie : quelques nodules périvasculaires, rares bacilles ; rate : 
stase veineuse, prolifération lympho-réticulaire, mégacaryocytes, pas de 
bacilles visibles, 

Souris inoculée avec la souche B 28 P a4 Ja dose de 0 milligr. 1 ; morte 
au bout de trente jours. Macroscopiquement : dans. le poumon, nom- 
breux nodules nécrotiques ; gros foie avec de petits tubercules ; tres 
grosse rate. Microscopiquement : poumons : larges zones de nécrose 
englobant alvéoles et bronches, trés nombreux hacilles dispersés dans 
ces nappes ; foie : infiltration leucocytaire massive, petits nodules & 
polynucléaires, parfois nécrosés, bacilles en amas au niveau des nodules 
inflammatoires. 

Rate hémorragique, riche en polynucléaires et mégacaryocytes, 
bacilles en petits amas, isolés, intracellulaires. 


Les souches aviaires provoquent chez la souris des lésions 
qui se distinguent nettement de celles qui prennent naissance 
& la suite de l’inoculation de bacilles virulents du type 
humain ou du type bovin Il semble que, dans le cas des 


(3) L’examen histologique a été fait, dans le service de M. Bablet, 
par Mle Fr. Bloch, & qui nous présentons nos plus vifs remerciements. 
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souches aviaires, les bacilles se fixent plutét dans la rate et 
le foie que dans les poumons. En effet, les Iésions pulmonaires 
macroscopiques n’apparaissent que trés tard, aprés deux a trois 
mois. Chez les souris qui meurent avant ce délai, on trouve, 
microscopiquement, des Iésions nodulaires massives dans le 
foie et la rate, tandis que dans les poumons elles sont moins 
développées et elles peuvent étre limitées & une légére infiltra- 
tion. Chez les souris qui meurent tardivement, on trouve dans 
les poumons des nodules petits, grisétres, jamais nécrotiques, 
qui sont dispersés dans le tissu pulmonaire sain. Il arrive que 
les tubercules fusionnent, occupant ainsi tout le poumon, qui 
prend alors l’aspect d’une masse tumorale, grisatre. 

La rate et le foie ne présentent qu'une augmentation de 
volume, surtout la rate, qui atteint des dimensions considé- 
rables ; les nodules, visibles au microscope, ne deviennent 
que trés rarement visibles 4 |’ceil nu ; dans ce cas, la rate est 
dure et sa surface mamelonnée. 

Voici, 4 titre d’exemple, deux observations 


Souris inoculée par voie péritonéale avec Ja souche Av. 5 a la dose 
de 0 milligr. 1; morte aprés trente-trois jours. Poumons normaux. 
rate et foie Jégérement tuméfiés. Microscopiquement : poumons 
infiltration leucocytaire diffuse de Ja trame, trés petites plages d’alvéo- 
lite macrophagique, bacilles peu nombreux. Foie : nombreux petits 
nodules histioleucocytaires, contenant des amas de bacilles. Rate 
plages épithélioides disséminées, bacilles nombreux. Ganglions trachéo- 
bronchiques envahis par de petites plages épithélioides avec nombreux 
bacilles. 

Souris inoculée par voie veineuse avec la souche Av. 5 & la dose de 
0 milligr. 1 ; morte au bout de cent trente jours. Présence de nodules 
gris dans les poumons ; grosse rate, dure ; gros foie. Microscopique- 
ment : poumons : plages d’alvéolite épithélioide formant des nodules 
plus ou moins confluents et contenant d’innombrables bacilles. Foie et 
rate : semis dense de nodules épithélioides ; bacilles innombrables au 
niveau des nodules seulement. 


PossIBILITE DE DETERMINER 
LE TYPE D'UNE SOUCHE DE BACILLE TUBERCULEUX 
PAR L INOCULATION INTRAVEINEUSE A LA SOURIS. 


Il résulte de nos expériences qu’on peut facilement, et d’une 
maniére trés nette, distinguer, par inoculation intraveineuse 
‘1 Ja souris, les souches appartenant au type aviaire de celles 
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qui appartiennent aux types des‘mammiferes. La durée de la 
maladie, les lésions constatées sont trés différentes. Il taut 
cependant remarquer que les faibles doses de bacilles virulents 
de type humain ou bovin, ainsi que les doses fortes des 
souches peu virulentes des mémes types, peuvent produire 
dans les poumons les mémes granulations grises translucides 
qu’engendrent les souches aviaires ; mais, tandis que pour ces 
derniéres les organes sont gorgés de bacilles, pour les autres 
ils n’en contiénnent que trés peu. 

La distinction des souches humaines des souches bovines 
par linoculation 4 la souris s’avére plus difficile, car les 
lésions provoquées chez cet animal par l’un ou l’autre de ces 
types sont identiques. La durée de la maladie a été invoquée 
par certains auteurs comme permettant de faire cette distinc- 
tion. C’est ainsi que Trommsdortf, E. Peter, W. Binder ont 
affirmé que, par voie veineuse, le type bovin tue beaucoup plus 
vite la souris que le type humain. Ces résultats, qui s’expli- 
quent par le nombre réduit des souches et des souris inoculées, 
n’ont été confirmées ni par les expériences de Bruno Lange. | 
ni par les notres. C’est un fait que nous avons déja signalé 
que, parmi les souches virulentes du type humain, certaines, 
inoculées méme a forte dose, 0 milligr. 4, provoquent chez la 
souris une maladie qui dure longtemps — trois mois et méme 
plus. Mais il en est d’autres qui, 4 la méme dose, tuent plus 
rapidement la souris que les souches bovines. La souche 175F, 
par exemple, tue plus vite la souris que n’importe quelle 
souche bovine ; il s’agit néanmoins d’une souche humaine 
typique d’aprés ses caractéres de culture et sa faible patho- 
eénéité pour le lapin. D’une facon générale cependant, il appa- 
rait que les souches bovines 4 la dose de 0,1 et 0 milligr 01 
provoquent chez la souris des lésions plus rapidement évolu- 
tives que les lésions produites par des souches humaines. 

Malegré les exceptions que nous venons de signaler, il ressort 
de nos expériences que la dose de 0 milligr. 001 convient au 
diagnostic différentiel des deux types de bacilles des mammi- 
féres. En examinant les tableaux concernant la durée de la 
maladie, l’intensité des lésions et le nombre des bacilles trouvés 
dans les organes des souris inoculées a la dose de 0 milligr. 004, 
d’une part avec les souches humaines, d’autre part avec les 
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souches bovines, on remarque que les premiéres n’entrainent 
qu’exceptionnellement la mort de la souris, tandis que les 
derniéres réussissent presque sans exception a créer a cette 
dose des Iésions mortelles. On peut admetire que st, sur 4 sou- 
ris inoculées & la dose de 0 milligr. OOL, 2 au moms meurent 
avant trois mots avec des léstons nodulaires dans les poumons 
et, dans les organes, des bacilles en assez grand nombre, la. 
souche appartient au type bovin. Bien entendu, cette méthode 
ne peut pas remplacer le lapin, qui est l’animal différentiel 
par excellence de ces deux types, mais nous pensons que, 
complétée par l'étude des caractéres culturaux, elle peut rendre 
de réels services. 


hy a “eo el 
CONCLUSIONS. 


Un nombre assez important de souches de bacilles tubereu- 
leux récemment isolées, appartenant aux types humain, bovin 
ou aviaire, ont été inoculées, surtout par voie veineuse, a des 
souris blanches. Les résultats de ces inoculations nous per- 
mettent de tirer les conclusions suivantes : 

l° La souris blanche est assez résistante 4 infection tuber- 
culeuse ; mais si les faibles doses de bacilles, 40— milli- 
grammes, de n‘importe quel type ne produisent jamais une 
maladie & évolution rapide et mortelle, les doses plus fortes 
de ordre de 0,4 4 0 milligr. OL de bacilles virulents entrainent 
réguliérement la mort. 

2° Les souches humaines non virulentes pour le cobaye ne 
le sont pas non plus pour la souris. Parmi les souches ayant 
la méme virulence pour le cobaye, on rencontre des souches 
qui se comportent autrement lors de l’inoculation a la souris. 
Cette discordance ne permet pas de faire un titrage de ces 
souches sur la souris tant qu’on n’aura pas démontré qu'il 
existe une relation entre Ja virulence des bacilles pour la souris 
et la virulence pour Thomme. Nous pensons que les différences 
obseryées dans la réponse du cobaye et celle de la souris a 
Vinoculation correspondent A des différences réelles et intrin- 
séques de ces souches. 

3° Si, pour les souches humaines, la virulence pour le cobaye 
et la virulence pour la souris ne sont pas toujours paralléles, 
il nen est pas de méme pour les souches bovines. En effet, 
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la souris répond d’une facon assez constante A l’inoculation 
des bacilles de ce type ; pour cette raison, le titrage de la 
virulence des souches bovines sur la souris est. possible. 

4° Les bacilles aviaires sont, de beaucoup, moins virulents 
pour la souris que les bacilles tuberculeux des mammiféres. Ils 
ne tuent la souris qu’é la longue et les Iésions pulmonaires 
ne deviennent visibles que lorsque la maladie existe depuis 
longtemps, au moins deux mois. 

3° L’inoculation a la souris permet de préciser si une souche 
appartient ou non au type aviaire. L’évolution de la maladie 
et Jes lésions provoquées y sont suffisamment caractéristiques 
Au contraire, les lésions produites par les bacilles humains et 
bovins chez la souris sont les mémes quand on inocule de 
fortes doses de ces germes. Mais si l’on inocule a la souris, par 
voie veineuse, 0 milligr. 001 de ces bacilles, on constate que 
les souches bovines provoquent encore des lésions évolutives 
mortelles, alors que, en régle générale, les bacilles humains 
ne déterminent que des lésions beaucoup plus bénignes. 

6° Les bacilles des mammiféres se montrent beaucoup moins 
actifs par voie péritonéale que par voie veineuse ; les bacilles 
aviaires donnent des résultats sensiblement égaux par les deux 


voies. 
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LES DIFFERENCES ENTRE LE VIBRION EL TOR 
ET LE VIBRION CHOLERIQUE 


par R. GISPEN. 


(institut d’Hygiéne de l'Université d’ Amsterdam, 
Directeur : Proresseur J. J. Van Locuem.) 


Récemment plusieurs auteurs ont porté leur attention sur la 
détermination du vibrion E] Tor. 

Pendant les années 1930-1937, Doorenbos a isolé ce vibrion 
dans un grand nombre de cas sur des pélerins qui ne souf- 
fraient pas de choléra. En 1938, de Moor [4] décrit une 
épidémie d’une maladie cholériforme a Célébes, prés de 
Macassar. Les souches provenant de cette épidémie étaient 
agglutinables vis-a-vis d’un sérum anticholérique et présen- 
taient une forte hémolyse en bouillon au sang. Le professeur 
Van Loghem [2] examina deux souches de Macassar et put 
confirmer qu’elles sont identiques au vibrion El Tor spécifique. 

La distinction du vibrion El Tor dans le groupe des « vibrions 
agglutinables » a surtout pour base le pouvoir exo-hémoly- 
tique en bouillon au sang de chévre, en vingt-quatre heures ; 
le vibrion cholérique, examiné de méme facon, présente une 
endo-hémolyse (Van Loghem). 

Malgré tous les efforts, on n’a pas réussi 4 démontrer quelque 
différence de structure antigénique entre le vibrion cholérique 
et le vibrion El Tor. Les souches cholériques, de méme que 
les souches El Tor, sont agglutinables par les sérums anticho- 
lériques O (Gardner et Venkatraman [3]) et par les sérums 
préparés avec les antigénes O desséchés de Bruce White [4]. 

Pour cette raison, plusieurs souches hémolytiques, qui sont 
étiquetées comme « vibrion El Tor », mais ne présentent pas 
d’agglutination spécifique vis-a-vis des sérums anticholé- 
riques O, ont été classées par nous dans des groupes différents 
des vibrions aquatiques » (e a. Doorenbos 16, D. 20, D. 49, 
D 67; 1930-1934). 

Annales de UVInstitut Pasteur, t. 63, n° 3, 1939. 20 
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Certains auteurs considérent le vibrion El Tor comme une 
yariante du vibrion cholérique, se distinguant par une action 
hémolytique prononcée. Cette conception n’est pas appuyée 
par les recherches des derniéres années. 

Linton [5] a étudié les éléments chimiques des vibrions 
différents. Le vibrion cholérique et le vibrion El Tor possédent 
le méme polysaccharide, tandis que leurs protéines ne sont pas 
identiques. Le vibrion cholérique contient la protéine I et le 
vibrion El Tor la protéine I. Cette différence chimique s’allie 
& une dilférence de fonctions. A cet égard, la réaction de 
Vogues-Proskauer, modifiée par Barrit, est importante. 

Taylor, Pandit et Read [6] ont recommandé cette réaction 
pour différencier le vibrion cholérique et le vibrion El Tor. 
Nos propres recherches faites & ce point de vue avec 84 souches 
cholériques et 34 souches d’El Tor, eurent comme résultat 
une réaction négative pour la plupart (76) des souches cholé- 
riques et une réaction positive pour un grand nombre (23) des 
souches El Tor. Ainsi la valeur de la réaction de Vogues- 
Proskauer est limitée a cet égard (1). 

Grossmann [7] a mesuré le pH des cultures du vibrion cholé- 
rique et du vibrion El Tor dans des milieux glucose-peptone 
et mannite-peptone pendant quelques jours aprés l’ensemence- 
ment. Dans les cultures du vibrion El Tor, il trouva en général 
un pH plus élevé que dans les cultures cholériques. 

Linton, Mitra et Mullick [8] ont comparé des vibrions diffé- 
rents, quant 4 leur glycolyse dans un milieu aérobie. Ces 
auteurs ont trouvé que le vibrion El Tor ne présente pas de 
glycolyse aérobie dans des circonstances spéciales ot le vibrion 
cholérique en présente. En utilisant un manométre de Barcroft, 
ils examinaient les vibrions dans un milieu non peptoné, 
contenant du glucose et 0,4 p. 100 NaHCO, ; les lectures étaient 
faites aprés quarante minutes. 

En suivant une autre méthode, Baars [9] a obtenu des 
résultats opposés 4 ceux de Linton. I] démontra que le vibrion 
El Tor, ensemencé dans un milieu contenant du glucose, 
produit mieux de l’acide carbonique que le vibrion cholé- 


(1) Postérieurement, Mochtar et Baars ont obtenu un résultat iden- 
tique. Geneesk. tijdschrift voor Nederl.-Indie, 1938. 
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rique. Cependant il employait un milieu peptoné, ne conte- 
nant pas de NaHCO, et faisait les lectures aprés vingt-deux 
heures. Ainsi les deux auteurs n’ont pas examiné la méme 
propriété et par conséquent leurs résultats différents ne 
peuvent pas étre comparés. Reste & savoir si la différence 
trouvée par Linton est qualitative ou quantitative. Aussi, dans 
ce dernier cas, la « glycolyse aérobie » serait d’importance 
pour les questions concernant le vibrion El Tor. 

La toxicité des vibrions El Tor, décrite par Kraus et 
Pribram, n’a pas été examinée encore suffisamment a ce 
point de vue. Botman [10] a fait des recherches sur la toxicité 
des vibrions pour le rat blanc. Des injections intrapéritonéales 
de cultures en bouillon de vibrion El Tor (phénolées ou 
filtrées) tuent la plupart des rats en vingt-quatre heures, 
tandis que les mémes injections de vibrion cholérique sont 
bien supportées le plus souvent. Cependant, cette méthode ne 
satisfait pas encore aux exigences du diagnostic du vibrion 
EI Tor. 

En résumé, |’hémolyse en bouillon au sang de chévre et la 
réaction de Vogues-Proskauer-Barrit sont les seules méthodes 
pratiques pour discerner le vibrion El Tor du vibrion cholé- 
rique. En raison de ces faits, une autre méthode de distinction 
est décrite ci-dessous. 


LA THERMO-RESISTANCE DES VIBRIONS AGGLUTINABLES. 


En 1902, Eisenberg et Volk [44] ont publié des recherches 
montrant qu’une suspension de certaines bactéries devient 
inagglutinable par un chauffage de bréve durée 4 80°-100°. 
Suivant Porges [42], l’agglutinabilité d’une telle suspension 
chauffée se rétablit par un chauffage prolongé a 100°. 

Porges, Neisser et Friedman sont d’avis que ces change- 
ments de l’agglutinabilité et ceux de la protéine bactérienne 
sont étroitement liés. La découverte de l’antigéne. thermola- 
bile (H) et de l’antigéne thermostable (O) par Weil et Félix 
a fait oublier les recherches de Porges. Sans doute le chauffage 
d’une suspension a 100° peut détruire l’antigéne H. Pourtant, 
en tenant compte de cette destruction de l’antigéne H, on 
ne peut pas expliquer l’inagglutinabilité d’une suspension 


9 


a 


96 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


cholérique, chauflée pendant quinze minutes & 100°, vis-a-vis 
du sérum anticholérique O. En outre, toutes les agglutinines du 
sérum anticholérique O sont encore absorbées par la suspen- 
sion cholérique, chauffée et inagglutinable ; ainsi, l’antigéne O 
se présente intact. Linton, Mitra et Seal [43] ont montré que 
la charge électrique des vibrions est accrue et que les protéines 
bactériennes sont dissoutes et hydrolysées par le chauffage 
En élevant la charge négative des bactéries par chauffage, on 
arrive a tel point que leur répulsion mutuelle empéche leur 
agglutination, méme en présence d’un sérum_ spécifique 
(Northrop et de Kruif {14)). 

En effectuant des épreuves d’agglutination avec des suspen- 
sions salines chauffées, j’ai trouvé une différence entre les 
souches cholériques et les souches du vibrion El Tor. L’agglu- 
tinabilité du vibrion El Tor n’est pas modifiée par un chauffage 
a 56° pendant trois heures, tandis qu’aprés ce traitement le 
vibrion cholérique devient inagglutinable, c’est-a-dire que 
les suspensions de ce genre ne se clarifient pas au contact 
d’un sérum anticholérique. Une température de 60° est néces- 
saire pour détruire lagglutinabilité du vibrion El Tor. Cette 
différence de thermostabilité pent étre mise en application 
comme méthode permettant de discerner ces deux vibrions. 


Méthode. — Une suspension suffisamment dense est obtenue en émul- 
sionnant deux cultures de dix-huit heures sur gélose dans 10 cent. 
cubes de solution saline. Il est important que cette suspension ne 
contienne aucune trace de gélose, de bouillon ou de peptone. 

Puis, 5 cent. cubes de cette suspension sont chauffés pendant trois 
heures au bain-marie. I] faut que la température ne dépasse pas les 
limites de 56°-57°. Aprés refroidissement, les suspensions chauffées et 
non chauffées sont agglutinées par un sérum anticholérique. Les tubes 
d’agglutination sont mis a ]’étuve a 46°. 

On fait la lecture aprés seize ou dix-huit heures, en notant spéciale- 
ment les tubes qui présentent une clarification compléte ou a peu prés 
compléte [en abrégé : cl ou (cl)]. 

Les conditions physico-chimiques importent pour obtenir des résultats 
uniformes. Nous avons toujours employé une solution. saline alcalinisée 
(pH : + 7,3). Il faut que la suspension chauffée ne soit pas trop diluée : 
tout au plus I ou II gouttes des dilutions de sérum sont ajoutées 
a 0c. c. 5 de suspension. 

Enfin, le contréle de la température nécessite une attention conti- 
nuelle ; le thermométre placé au centre du bain-marie ne doit pas 
reposer sur le fond, ni sur de ]’ouate. Les suspensions, qui ne montrent 
pas d’agglutination aprés le chauffage, sont thermolabiles. Aussi les 
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souches qui présentent, aprés le chauffage, une agglutination partielle 
— c’est-a-dire sans clarification du milieu — sont tout de méme consi- 
dérées comme thermolabiles. 


En suivant cette méthode, nous avons examiné une collection 
de vibrions de 1’Institut d’Hygiéne de l'Université d’Amster- 
dam. 

Cette collection contient : 

81 souches cholériques, pour la plupart de date assez 
ancienne ; 14 souches proviennent de I’épidémie de Siam 
(4937). 

31 souches El Tor, spécifiques et non spécifiques. Une de 
ces souches appartient 4 la série originale de Gotschlich 
(1905). Les autres sont dues a la générosité du docteur Dooren- 
bos (Alexandrie) et du docteur de Moor (Macassar). Les souches 
du Docteur Doorenbos ont été isolées en 1930-1934 a Tor, les 
souches du docteur de Moor ont été récemment isolées au 
cours d’une série de cas sporadiques d’une maladie choléri- 
forme, observée a Célébes (1937-1938). 

En premier lieu, nous avons examiné les propriétés géné- 
rales, biochimiques, hémolytiques et hémodigestives de toutes 
les souches. Seules, les souches spécifiques présentant une 
agglutination compléte vis-a-vis des sérums anticholériques O, 
ont été impliquées dans les examens touchant la thermosta- 
bilité. 

La plupart des souches cholériques étaient thermolabiles 
leur agglutinabilité vis-a-vis des sérums anticholériques était 
détruite par le chauffage, ou du moins réduite 4 une aggluti- 
nation partielle (c’est-a-dire sans clarification du milieu). Au 
contraire, l’agglutinabilité des souches El Tor n’était pas 
changée aprés ce traitement (tableau). 

En agglutinant les suspensions chauffées de certaines souches 
El Tor, on voit méme une réaction quelque peu renforcée. Il 
est notable que les souches de Macassar, qui suscitérent 
certaines difficultés lors de l’examen du pouvoir exo-hémo- 
lytique (Van Loghem, de Moor, 1938) ne se distinguent pas 
des vibrions El] Tor quant & la thermostabilité 4 56°. 

Quelques rares souches cholériques (Epidémie russe, Siam 
2/79) présentent une exception ; elles se comportent, aprés le 
chauffage, & peu prés comme les souches El Tor. 
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SERUM ANTICHOLERIQUE 
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SERUM ANTICHOLERIQUE 
préparé avec Saoda vivant 


4 F Emulsion saline chauffée a 56°C 
Emulsion saline non chauffée pendant 3 heures 
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Cl, clarification; +++, agglutination sans clarification. 
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L’aspect macroscopique permet déja de distinguer les 
suspensions thermolabiles et thermostabiles : aprés le chauf- 
fage la suspension thermolabile présente plus de viscosité. En 
agitant le tube contenant la suspension cholérique chaulfée, 
on voit monter lentement des bulles d’air. Une heure de centri- 
fugation & 3.000 tours par minute, ne clarifie pas compléte- 
ment cette suspension, tandis que le méme traitement peut 
clarifier la suspension cholérique non chaulfée. 

On ne trouve pas ces changements physico-chimiques dans 
les suspensions chauffées du vibrion E] Tor ; celles-ci ressem- 
blent tout & fait aux suspensions non chautfées du méme 
vibrion et du vibrion cholérique. L’agglutinabilité des suspen- 
sions thermolabiles se rétablit : 

a) Par un chauffage prolongé a 100°. 

b) Par addition de bouillon ou de peptone a la suspension 
chauffée. ‘ 

Les recherches concernant le mécanisme de l’agglutination 
des bactéries sensibilisées (Northrop et de Kruif, Shibley) 
ont confirmé jusqu’é un certain point les conceptions anté- 
rieures, reconnaissant la protéine bactérienne comme un fac- 
teur important dans l’agglutination. Dans le méme ordre 
didées nous supposons que la différence de thermostabilité 
entre le vibrion cholérique et le vibrion El Tor se rattache a 
la dilférence de leurs protéines, trouvée par Linton. 

Les caractéres du vibrion cholérique et du vibrion El Tor 
se résument ainsi 

VIBRLON VIBRION 
cholérique El Tor 


Caractéres généraux des vibrions typiques 

(Kochy:4883):..04 tele doen cde koe eee te oe 
Agglutination par le sérum anticholérique 0 

(Gardner et Venkatraman, 1935) ...... + 
Phenomene deyPfettior (i892) es: eruem ee + 
Hémodigestion sur gélose au sang (van Loghem, 

1911) etsur gélose au sang hémolysé (Snapper, 

1918). sori. (xa Geek eon ae ee eu as, 
Exo-hémolyse en bouillon de Liebig au sang de 

chévre ou de mouton (Kraus et Pribram, 

A906; van) Loghem, 4944/1923) sete eee — + 
Endo-hémolyse, c’est-a-dire hémolyse tardive 

en bouillon au sang (Lampe, 1922; van 

Loghem, 1924) 


++ 
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Exotoxine vis-a-vis des rats blancs (Botman, 


UDSIO) S|. cab woo cle ca oir © eae ee — + 
Acidification suivant type I (Heiberg, 1935). . + + 
Réaction de Vogues-Proskaver (Barrit). . . . —(+) + (—) 

* Polysaccharide I (Linton; 1933). 2 0 J... + + 
Prolene: (Minton. 1034) ma yy ee Aes al oun + — 
Rrotemmewit(Tantony 41934). 5s. 54 Ses — => 
Glycolyse aérobie (Linton, 1936) [1]. ..... + = 
dinermostabilitesd56°Cs emcee) Pier ey — =F 


Quant aux caractéres généraux et a la structure chimique, le 
vibrion E] Tor occupe une position intermédiaire entre le vibrion 
cholérique et les vibrions non agglutinables. Bien que la struc- 
ture antigénique du vibrion El Tor soit identique 4 celle du 
vibrion cholérique, nous considérons ces deux vibrions comme 
les représentants d’espéces différentes. 
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(1) Seulement daus les circonstances spéciales, suivant la méthode de Linton. 


UNE TECHNIQUE FACILE ET RAPIDE 
DE MISE EN EVIDENCE DES CILS BACTERIENS 


par Evite NOVEL. 


(Travail du Laboratoire de Bactériologie de l'Institut d’Hygiéne 
de l'Université de Geneve. Directeur : Prof. Th. Rex.) 


De tous les procédés de coloration employés en microscopie 
bactériologique, il est indéniable, et tous les auteurs sont 
unanimes sur ce point, que ceux qui tentent de mettre en 
évidence les cils bactériens sont de réussite particuliérement 
difficile. Quelles que soient les méthodes utilisées, et elles 
sont des plus nombreuses, quelque habileté que déploie 
l’opérateur, les résultats obtenus sont trés souvent inégaux et 
parfois méme décevants. 

Pourtant de facon habituelle, la maitrise du _ technicien 
n’est point en cause. C’est bien plutdét la qualité et Ja compo- 
sition des solutions colorantes, la propreté minutieuse de 
Vindispensable matériel mineur (lames, verres de montre, 
pipettes, entonnoirs, etc.), l’Age des souches, le mode de 
préparation des émulsions microbiennes, 1|’étalement puis la 
dessiccation des corps bactériens, le temps de coloration, le 
Javage méme des préparations qu’il faut incriminer lors 
d’échecs plus ou moins répétés. 


Aussi nous a-t-il paru indiqué, aprés plusieurs mois de . 


travail consacrés, dés 1933, 4 la recherche d’une technique 
de coloration simple et rapide d’exposer, dans tous ses 
détails, une méthode qui nous a donné un pourcentage de 
succés bien supérieur aux procédés les plus habituellement 
employés. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Porre-onsets. — I] est absolument indispensable de ne se 
servir que de lames parfaitement propres et dégraissées. 
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Pour notre compte, nous n’employons que des lames 
neuves. Celles-ci, traitées comme si elles étaient usagées, 
sont décapées d’abord avec la solution acide sulfurique- 
bichromate de potasse selon les méthodes usuelles que préco- 
nisent dans leurs techniques Peppler [4], Van Ermengem [2], 
Tribondeau, Fichet et Dubreuil [3] ainsi que Levenson [4]. 

Puis, aprés lavage 4 ]’eau ordinaire, nous laissons séjourner 
les lames vingt-quatre heures dans un bain de xylol et finale- 
ment, comme Lancereaux [5], nous les conservons dans de 
Valcool fort (97°-98°). Au moment de l’emploi nous retirons 
les lames au moyen d’une pince type Debrandt ou Cornet et, 
aprés les avoir essuyées avec un chiffon fin, nous les passons 
lentement trois 4 quatre fois dans la flamme d’un bec de 
Bunsen. 

Ces détails préparatoires méticuleusement effectués, nous 
placons nos lames les unes & cété des autres sur une platine 
chauffante aux environs de 30°. Une telle température ne doit 
pas étre dépassée si l’on tient & garder intacte la majorité des 
flagelles microbiens. 


CutturEs. — Nous n’utilisons comme cultures que des 
souches ensemencées sur gélose simple pour les bactéries 
aérobies (Van Ermengem [2], Hessert [6]) et en bouillon glucosé 
a 2 p. 1.000 pour les anaérobies (Levenson [4]). Divers autres 
milieux tels que pomme de terre, gélatine, lait gélatinisé 
(Peppler [4]), bouillon Martin gélosé (Tribondeau [3]), bouillie 
de foie (Tiirner et Davesne [7]) peuvent étre également 
employés, sans présenter toutefois, sauf dans des cas spéciaux, 
d’avantages appréciables. 

L’Age des cultures est un facteur nnpotiant de réussite pour 
la coloration des cils. Les meilleures préparations sont réalisées 
avec des souches trés jeunes, de dix a douze heures au plus. 
Pourtant, si lespéce est de croissance lente, il convient 
d’attendre le temps nécessaire & J’apparition de colonies 
perceptibles macroscopiquement. 

Cependant, par notre procédé, nous avons pu colorer des cils 

a partir de cultures 4gées de dix jours et: méme d’un mois, 
résultat qu’ont obtenu également, par |’emploi de: leurs 
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méthodes, Hinterberger [8], Tribondeau [3], de Rossi [9], 
Peppler [4] et plus récemment Isida [40] pour des cultures de 
guelques jours a cing mois et demi. 

Toutefois, avec de vieilles cultures, la réussite est loin d’étre 
certaine car les éléments microbiens 4gés sont, en majorité, 
dépourvus de cils et seuls quelques individus en présentent 
un nombre variable, mais incomplet. 

Nous avons obtenu les meilleurs résultats en utilisant, 
d’autre part, des souches aussi fraichement isolées que possible 


Fic. 1. — Cils de B. psillacosis, Fic. 2. — Cils de B. pseudo-té- 
Culture de douze heures. tanique (Tavel). Culture de 
Gros. : 1.800. quatorze heures. Gros. :4.800. 


de l’organisme. Notre microphotographie (4) [fig. 4) montre un 
individu d’un groupe de bacilles magnifiquement chevelus, 
de Vespéce Proteus vulgaris dont l’isolement, d’une urine, 
remontait 4 vingt-quatre heures. La culture avec laquelle 
nous avions effectué notre émulsion microbienne était agée 
de six heures seulement. 


Pour les cultures conservées depuis longtemps en collection, 


(1) Il nous est particuligrement agréable de remercier ici trés chaleu- 
reusement M. J. Wirta, candidat-médecin, d’avoir réalisé, d’aprés nos 


préparations, les belles microphotographies qui illustrent notre publi- 
cation. 
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il nous parait avantageux de pratiquer 5 a 6 passages (repi- 
quage toutes les vingt-quatre heures) en milieu liquide, en 
bouillon simple notamment, afin de replacer les bactéries dont 
on veut colorer les cils dans des conditions ow elles puissent 
regagner rapidement et porter au maximum leur motilité. Le 
dernier repiquage se fait sur gélose simple. 


EMULSION MICROBIENNE. — Nous placons dans un verre de 
montre trés soigneusement dégraissé (lavage au xylol, puis a 


Fic. 3. — Cils de B. mesenleri- Fic. 4. — Cils de B. proteus vul- 
cus vulgatus. Culture de dix garis. Culture de six heures. 
heures. Gros. : 1.800. Gros. : 1.400. 


Valcool et enfin a leau distillée) 2 4 3 cent. cubes d’eau 
distillée. Au moyen d’un fil de platine a4 oeilleton nous 
prélevons avec précaution et sans racler la gélose une parcelle 
de culture jeune en ayant soin de ne pas entrer en contact avec 
l’eau de condensation. Nous portons ensuite l’anse chargée a 
la surface de l’eau distillée. 

Lorsque la culture est facilement émulsionnable, il suffit de 
la laisser diffuser d’elle-méme dans le liquide. S1, au contraire, 
les colonies ne se diluent qu’avec difficulté, nous promenons 
légérement le fil de platine dans l’eau afin d’en faciliter la 
dispersion. Au bout de vingt a trente secondes nous retirons 
l’anse du verre de montre. Aprés ce temps, en effet, ’émulsion, 
bien que ne présentant pas encore d’opalescence visible, est 
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suffisamment riche en microbes. D’ailleurs plus une suspen- 
sion est pauyre en éléments microbiens, plus les individus 
sont nettement séparés les uns des autres ; ils gardent, en 
outre, leur parure ciliée compléte et la préparation colorée ne 
montre qu’un minimum de précipités, inévitables avec un 
mordant tannique. 


Pour la préparation de 1’émulsion nous n’employons, avec 
Tiirner [44] et Bowihl [42] que Veau distillée 4 l’exclusion de 
Veau physiologique ou de l’eau de robinet (Welcke [43]). Si 
Peau distillée détermine il est vrai, par son hypotonicité, un 
léger gonflement des corps bactériens, l'eau physiologique, 
par contre, laisse quelquefois déposer des cristaux qui en se 
dissolvant lors du premier lavage entrainent un certain nombre 
de microbes. Par surcroit, dans une méthode utilisant l’impré- 
enation, elle précipite les sels d’argent et cause une opacité 
plus ou moins marquée de la préparation. L’eau de robinet, 
enfin, apporte nombre de microorganismes ; méme stérilisée et 
de composition chimique constante — ce qui est loin d’étre 
toujours le cas —- elle contient trop souvent encore des sels 
minéraux et des matifres organiques, ce qui n’est pas sans 
nuire & Ja netteté de la coloration. 


Eratement. — Sur la face flambée de chaque lame nous 
déposons ensuite de III & V gouttes de l’émulsion. Celles-ci 
s’étalent d’elles-mémes en un film liquide d’une extréme 
minceur. Les gouttes doivent étre assez éloignées les unes des 
autres pour ne point confluer. La dessiccation obtenue nous 
enlevons immédiatement les lames de la platine chauffante et, 
sans fixation, nous procédons & la coloration. 

En aucun cas nous ne préconisons la fixation quels que 
soient, par ailleurs, le procédé et le fixateur utilisés, qu’il 
s’agisse de l’acide osmique (Tiirner et Davesne [7] ; Aréna et 
Schwartz [14]; Van Ermengem [2)), de l’alcool, de J’alcool- 
sublimé, de l’alcool-éther ou de la simple fixation a la flamme. 
Les fixateurs chimiques, en effet, agglutinent et empatent les 
cils, le flambage risque souvent de les carboniser. — 

Il convient, en outre, de préparer simultanément avec la 
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méme émulsion toutes les lames que 1’on désire colorer. Si l’on 
ne travaille pas en série il est préférable de refaire une nouvelle 
Suspension microbienne pour chaque préparation. 


Morpant. — De méme que dans les techniques de Bunge [415], 
Loffler [46], Nicolle et Morax [47], Rémy et Sugg [48] nous 


Fie. 5. — Cils de B.d’Aertrycke. Fic. 6. — Cils de B. janthinus. 
Culture de douze heures. Culture de huit jours. 
Gros. : 1.200. Gros. : 1.200. 


utilisons comme mordant une encre de tannate ferrique com- 
portant le mélange de : 


a) Solution aqueuse de tanin 4 20 p. 100 (cent. cubes). . ... 50 

b) Solution saturée a froid de sulfate ferreux (cent. cubes)... 40 

c) Solution alcoolique saturée de fuchsine (ou de violet de gen- 
LIN) (ORM, CUINS||5 oo GB oo 6 5 Moa Sale ee J on a 


Il est de toute nécessité de garder séparément les trois solu- 
tions a, b et c. Chacune d’entre elles conserve ses propriétés 
durant plus de six mois a condition d’étre placée a l’abri de 
la lumiére et en flacon hermétiquement fermé. D’autre part, 
le mélange des trois solutions préalablement filtrées ne doit 
étre opéré qu’au moment de l’emploi, le mordant n’étant utili- 
sable, a froid, que durant deux a trois heures au plus. 


Imprécnation. — Nous nous servons comme « colorant » de 
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fond d’une solution préparée selon la formule préconisée par 
Fontana-Tribondeau pour la coloration des spirochétes qui, 
AX des concentrations variées mais généralement plus faibles, 
est employée dans les méthodes de Van Ermengem [2], 
Zettnow [49], Lancereaux [5], Casares-Gil [20] modifiée par 
Levenson [4], Tiirner [43] et Imai [24] pour mettre en évidence 
les cils bactériens. 

Cette solution argentique doit étre également de prépara- 
tion récente, son usage étant limité & huit 4 dix jours au plus. 
A la rigueur on peut effectuer l’imprégnation avec un liquide 
plus 4gé : les résultats sont alors beaucoup plus variables et 
les flagelles se percoivent souvent plus difficilement. 


TECHNIQUE DE LA COLORATION. —- Le mordant est porté, au 
moyen d’un petit entonnoir muni d’un papier filtre, sur la 
préparation. Nous recouvrons toutes les gouttes de 1’émulsion 
microbienne, fixées sur la lame par simple dessiccation comme 
nous l’avons vu, avec la solution mordancante que nous laissons 
agir durant une minute & une minute et demie. Apres lavage 
a leau distillée, nous effectuons Vimprégnation au nitrate 
d’argent ammoniacal. Dés que la préparation, qui brunit trés 
rapidement, atteint une couleur « chocolat au lait » (entre 
cinquante a& quatre-vingts secondes habituellement) nous 
lavons une derniére fois 4 l’eau distillée. Nous égouttons la 
lame en la secouant a plusieurs reprises, puis nous la séchons 
soit sur la platine chauffante, soit 4 l’étuve. Elle est alors 
préte pour l’examen. 


RESULTATS. 


Nous avons réussi, au moyen de notre technique, 4 colorer 
les cils de la plupart des souches de bactéries mobiles que 
nous possédons dans la collection de l'Institut d’Hygiéne 
et de bactériologie de Genéve, cultures mises obligeamment 
a notre disposition par notre maitre, M. le professeur 
T. Reh. Parmi les microbes aérobies nous avons obtenu 
de belles préparations des espéces suivantes : B. coli (2 sou- 
ches), B. proteus vulgaris (2 souches), B. proteus X ™, B. pro- 
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teus mirabilis, B. paratyphi A, B. paratyphi B (3 souches), 
B. typhi (2 souches), B. de Gartner, B. d’Aertrycke, B. psit- 
tacosis, B. pyocyaneus (2 souches), B. de Morgan, B. foecalis 
alcaligenes, B. janthinus, B. anthracoides, B. pseudo- 
anthracis, B. mesentericus vulgatus, B. subtilis, B. pseudo- 
tetant de Tavel et B. fluorescens liquefaciens (2 souches). 
Parmi les anaérobies nous avons coloré les flagelles de 
B tetani, B. sporogenes et B. botulinus A. 

Nous avons confronté les résultats obtenus par notre pro- 
cédé en ellectuant pour chacune des espéces citées plus haut 
une coloration de cils soit par la méthode de Van Ermengem, 
soit par celle de Nicolle-Morax, soit encore par celle de 
Casares-Gil, soit enfin par celle de Levenson. Or, a notre avis, 
notre technique présente des avantages appréciables sur les 
unes et les autres. 

Elle demande, en effet, bien moins de temps que la colora- 
tion préconisée par Van Ermengem. Elle évite tout chauttage, 
ce qui n’est pas le cas pour la méthode de Nicolle-Morax. Elle 
réalise des préparations plus fortement colorées et ow les cils 
ressortent plus nettement que dans la technique originale de 
Casares-Gil. Comme dans la modification apportée par 
Levenson aA ce dernier procédé elle utilise, mais a froid, 
Vimprégnation argentique. 

De plus, du fait de sa simplicité et de sa rapidité d’exécu- 
tion, et en raison de ce que toutes les manipulations s’effec- 
tuent sans chauffage, notre méthode n’exige aucun tour de 
main spécial et peut étre employée avec les plus grandes 
chances de réussite, méme par des débutants. 

Toutefois, nous ne saurions trop insister sur la nécessité 
absolue de travailler avec un matériel d’une irréprochable 
propreté ; de n’user que de colorants fraichement préparés 
et préalablement filtrés ; de suivre enfin, poimt par point, 
tous les détails techniques mentionnés. lesquels, si méticuleux 
et superflus qu’ils puissent paraitre, assurent seuls un résultat 
parfait. 


Le but que nous avons avant tout poursuivi a été non pas 
d’enrichir d’un procédé de plus la surabondante multiplicité 
Annales de VInstitut Pasteur, t. 63, n° 3, 1939. 24 
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des méthodes de coloration des cils bactériens, mais bien 
d’apporter une technique a la fois facile et rapide permettant 
d’obtenir & coup sir des préparations contenant une majorité 
d’éléments microbiens pourvus de cils nettement colorés et 
fournissant nombre de champs susceptibles d’étre, le cas 
échéant, microphotographiés. 


CONCLUSIONS. 


1° Notre technique permet la réalisation de préparations 
bien colorées ot les cils sont trés nettement visibles ; 

2° Elle présente l’avantage d’étre exécutée, mordancage et 
imprégnation, a froid ; 

3° Elle n’exige qu’un minimum de temps. Son exécution ne 
demande, pour autant que l’on ait toujours un matériel prét 
& Vemploi, que trois minutes environ ; 

4° Ses résultats sont plus constants que dans les méthodes 
les plus habituellement utilisées ; 


3° Sa maniabilité est telle qu’elle assure un pourcentage 
élevé de succés méme pour des débutants. 
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